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Uber die Komponenten der Bernsteinsdureoxydase 
Von 
F. Bruno Straub 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November. 1941) 


In der vorliegenden Arbeit werden einfache chemische Methoden 
zur Darstellung der: verschiedenen Komponenten der Bernstein- 
siureoxydase beschrieben, die zusammen die Reaktion zwischen 
Bernsteinsiure und Sauerstoft katalysieren. 

Szent-Gyérgyi') und Fleisch’) haben als erste bewiesen, 
daB- zur Oxydation der Bernsteinsiiure ebenso Dehydrase wie 
sauerstoffaktivierendes Ferment nétig sind. Ogston und Green) 
erbrachten den Beweis, daB Cytochrom C zur Reaktion unentbehr- 
lich ist. Vor kurzem wurde die Bernsteinsiuredehydrase noch als 
die einzige tierische Dehydrase angesehen, die mit dem Cytochrom- 
system unmittelbar verbunden ist. Alle anderen Dehydrasen, die 
meistens von der Zellstruktur abgetrennt und mehr oder weniger 
gereinigt wurden, zeigten sich unfaihig Cytochrom C zu reduzieren. 
Diese Sonderstellung der Bernsteinséurehydrase stiitzte sich jedoch 
auf einen Mangel in unseren Kenntnrissen, worauf zuerst Hop- 
kins, Morgan und Lutwak-Mann‘) hingewiesen haben. Nach 
wiederholtem Schidigen der Muskelsuspensionen mit verschiedenen 
Chemikalien erhielten diese Autoren Priiparate, die in Gegenwart 
von Bernsteinsiure Methylenblau reduzierten und in Gegenwart 
von Cytochrom © p-Phenylendiamin oxydierten, jedoch in Gegen- 
wart von Cytochrom © und Bernsteinsiure keinen Sauerstoff mehr 
verbrauchten, Aus diesen Angaben wurde der SchluB8 gezogen, 


_* 1) Biochem. Z. 150, 195 (1924). 


2) Biochemic. J. 18, 294 (1924). 
5) Biochemic. J. 29, 1983 (1935). 
*) Nature 143, 556 (1939). 
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daB irgendein Faktor noch zwischen Dehydrase und Cytochromen 
eingeschaltet sei. Stern und Melnick’) erhielten ihnliche Pri- 
parate mittels physikalischen Kingriffen, d. bh. durch fraktionierte 
Ultrazentrifugierung: der Niederschlag enthielt Bernsteinsiure- 
dehydrase und Cytochromoxydase, er oxydierte aber Bernstein- 
siiure nur nach Zugabe der selbst inaktiven tiberstehenden Lésung. 
Dieser erginzende Faktor der Bernsteinsiiureoxydation soll ein 
Protein von der GriBe: Mol.-Gew. etwa 140000 sein. Stern’s Er- 
vebnisse wurden von Keilin und Hartree’) spiiter bezweifelt. 
Die letztgenannten Autoren fanden zwar eine einfache Methode 
zur Darstellung eines Priiparates, welches Bernsteinsiiuredehydrase 
und Cytochromoxydase enthilt, Bernsteinsiure aber nicht mehr 
oxydiert; sie konnten aber ihr System nicht zur vollstindigen 
Bernsteinsiiureoxydase erginzen. Keilin und Hartree erachteten 
es als noch nicht bewiesen, daf ein weiteres Glied zwischen 
Bernsteinsiiuredehydrase und Cytochromoxydase eingeschaltet sei, 
da ihre eigenen Experimente, sowie diejenigen von Hopkins und 
Mitarb. auch so aufgefaBt werden konnten, daf dabei die Struk- 
tur vernichtet worden ist, an die diese Fermente gebunden sind. 


Praparate. Cytochrom € wurde nach Keilin und Har- 
tree“) aus Pferdeherzmuskel hergestellt, der Gehalt an Cytochrom € 
photometrisch bestimmt. Das Priparat ist frei von allen anderen 
Komponenten der Bernsteinsiiureoxydase. 

»Cholatpriiparat*’, Gewaschener Schweineherzmuskel wird 
mit Sand und mit dem gleichen Volumen m/10-Phosphatpuffer 
von py 7,4 griindlich verrieben und dann zentrifugiert. Der 
iiberstehenden Lésung wird ein Viertel ihres Volumens an 10°/, 
Na-Cholat und dann 175g Ammonsulfat pro Liter zugegeben. 
Nach 20 Std. Stehen in der Kiilte wird der Niederschlag abzen- 
trifugiert und verworten. Zur iiberstehenden Lisung wird 125 ¢ 
Ammonsulfat pro Liter gegeben. Nach Zentrifugieren list man 
den klebrigen Niederschlag in m/10-Phosphatpufier (p, 7,4) auf. 
Aus 1 Liter Muskelsuspension erhilt man ungefiihr 150 ccm einer 
triiben Lésung, die fernerhin als Cholatpriiparat bezeichnet wird. 
Das Cholatpraparat enthilt Cytochromoxydase, Cytochrom A und 
Bernsteinsiuredehydrase, ein wenig Cytochrom ( und B und 


5) Nature 144, 330 (1939). 
°) Proc. Roy. Soe. B 129, 277 (1940). 
) Proc. Roy. Soe. B 122, 298 (1937). 
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Apfelsiiuredehydrase. Die Fahigkeit, Bernsteinsiure mittels Sauer- 
stoff zu oxydieren, hat dieses Priiparat unter dem denaturierenden 
EinfluB des Cholats verleren. 

ySC-Faktor* (Succinodehydrase—Cytochrom-U-verbindender 
Faktor) wird das folgende Priiparat genannt. Aus gewaschenem 
Schweineherzimuskel bereitet man, wie oben, eine Suspension mit 
Phosphat. Zu 50 ccm dieser Suspension gibt man so viel n-NaOQH. 
(durchschnittlich 1,2—1,4 ccm), daB das p, der Suspension (mit 
der Glaselektrode gemessen) aut ungefiihr 9,0—9,2 steigt. Dann 
erhitzt man die Suspension in einem Wasserbade 15 Minuten 
lang auf 55°. Wenn abgekiihlt, wird sie neutralisiert. Das 
SC-Faktorpriiparat enthilt keine Bernsteinsiiuredehydrase,-es ist 
arm an Cytochromoxydase und Cytochrom A, es enthilt Spuren 
von Cytochrom C und B, aber keine Apfelsiuredehydrase. Es 
katalysiert aber, wie unten gezeigt, die Reaktion zwischen Bern- 
steinsiiuredehydrase und Cytochrom C. Keilin und Hartree®) 
haben zuerst. beschrieben, dai Bernsteinsiiuredehydrase, nicht aber 
Cytochromoxydase, durch 1Lstiindiges Stehen bei p, 9,0 und 
Zinu‘mertemperatur vernichtet wird. Ich habe gefunden, dab bei 
Py 9,0 (mit der Glaselektrode gemessen) die Bernsteinsiiuredehy- 
drase bei Zimmertemperatur noch nicht beschidigt wird, wohl 
aber in 10—15 Minuten bei 55°. Bei Zimmertemperatur braucht 
man eine weit héhere Alkalinitiit, p, 10,2—10,5, um Bernstein- 
siiuredehydrase zu vernichten. 

Ut. 

Rekonstruktion der Bernsteinsiureoxydase. Tab. 1 zeigt, daB 
die drei beschriebenen Priiparate, also Cytochrom (, das ‘Chala 
praparat und der SC-Faktor zusammen Bernsteinsiiure mittels 
Sauerstoff zu oxydieren vermégen. Fehlt einer der genannten 
Faktoren, so bleibt die Sauerstoffaufnahme aus. 


Tabelle I 
MW arburg-Gefiibe, Einsatz: 0,15 cem 10°/, KOH, Gasraum: Luft 38° 


1 2 
SC-Faktorpriparat. ......... 0,5 0,5 — 0,5 
Cytochrom C 7,5 mg/eem. . 0,2 0,2 0,2 
5%, bernsteinsaures 0,2 0,2 0.2 0,2 
Phosphatpuffer m/10 py 7,4 ..... 0,8 1,1 1,3 1,0 


Sauerstoffaufnahme in 10 Min. emm. . | — 55 | 0 | 0 | -—5 
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Mit denselben Priaparaten wurden die Versuche der Tab. IT 
ausgefiihrt, um das Ausma8 der Aktivitiit der verschiedenen 
Komponenten zu zeigen. Man sieht, daB das Cholatpriparat reich 
an Bernsteinsiiuredehydrase und Cytochromoxydase ist, der 
SC-Faktor dagegen nur eine schwichere Cytochromoxydase und 
keine Bernsteinsituredehydrase enthiilt. 


Tabelle II 
Warburg-GefiBe, Einsatz: 0,15 eem 10%, KOH, Gasraum: Luft 38° 


1 3 4 
Cytochrom C 7,5 mg/eem ...... 0,2 0,2 0,2 0,2 
5°/, bernsteinsaures Na .......- 0,2 0,2 
-Phenyldiamin 20 mgjeem. ..... 0,2 — 0,2 
0,5°/, Methylenblan . . 0,2 0,2 — 
Phosphatputfer m/10, pp 7,4..... 1,1 1,5 0,9 1,1 
Sauerstoffaufnahme in 10 Min. emm. . | —49,5 | — 113 0 — 92 


Um den Mechanismus der Zusammenwirkung dieser Fermente 
niher kennenzulernen, wurden einige Versuche der Untersuchung 
der Cytochromreduktion gewidmet. Die Priiparate wurden in ver- 
schiedenen Kombinationen in Reagenzglisern gemischt, mit Phos- 
phatpuffer auf 3 ccm ergiinzt und zur Vermeidung der Reoxy- 
dation der Cytochrome mit KCN versetzt. Zur Zeit Nuli wurde 
0,1 ccm einer 5°/, igen Liésung von bernsteinsaurem Natrium zuge- 
gegeben und das Spektrum in einem Zeissschen Mikrospektro- 
skop nach 1, 6 und 30 Minuten beobachtet. Tab. III zeigt die 
Ergebnisse: 


Tabelle III 
1 2 3 4 

Cholatpriiparat. . .. . 0,3 0,3 0,3 
SC-Faktor....... 0,2 0,2 — 0,2 
Cytochrom C 7,5 mg/eem 0,2 — 0,2 0,2 
5°/, bernsteinsaures Na . 0,1 0,1 0,1 0,1 
0,1 0,1 0,1 0,1 
Cytochromlinien sichtbar 0 Min.: — — — _— 

1 Min.: a, — 

6 Min.: a, ¢ (a) (e) 

30 Min.: a, a 
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Man sieht, da8 Cytochrom C durch das Cholatpriiparat allein 
iiberhaupt nicht, durch das SC-Faktorpriparat allein iuferst 
schwach, in Gegenwart beider Priaparaten aber rasch reduziert 
wird. Damit ist bewiesen, daB das SC-Faktorpriiparat die Re- 
aktion zwischen Dehydrase und Cytochrom C katalysiert. 


Die Mitwirkung von Cytochrom A in der Oxydation der Bernstein- 
saure. Aus der Tab. III sicht man ferner, daB das Cytochrom A, 


50 


N 


—> % Restaktivitat 


Fig. 1 
Aktivitaét der rekonstruicrten Bernsteinsiiureoxydase nach vorherigem Erwiirmen 
des SC-Faktors fiir 15 Minuten auf 45° bei verschiedenen py-Werten 


das sich im Cholatpriiparat befindet, in Gegenwart von SC-Fak- 
tor und Cytochrom © ebenso rasch wie Cytochrom C reduziert 
wird. Ohne Cytochrom C findet eine langsame, ohne SC-Fak- 
tor jedoch keine Reduktion, von Cytochrom A statt. Die schwache 
Reduktion ohne Zugabe von Cytochrom C ist wahrscheinlich der 
kleinen Menge von Cytochrom C, die das Cholatpriparat enthilt, 
zuzuschreiben. Aus diesen Versuchen folgt, daB das SC-Faktorprii- 
parat auch zur Reduktion von Cytochrom A ndétig ist, und zwar 
werden Cytochrom A und Cytochrom C mit derselben Geschwin- 
digkeit durch das Bernsteinsiiuresystem reduziert. Die Frage, ob 


. 
he. 

| 
| 

2) 

| 
j 
| 
| 

| 
| 

f 
4 
r 
LER 

4 6 10 12 

ek, 
| 

it 

i 

\ 

eral 


924 F. Brune Straub, 


und wie Cytochrom A in die katalytische Kette eingeschaltet wer- 
den kann. wird durch den folgenden Versuch’ beantwortet: Nach 
30 Minuten habe ich dem Inhalt des 4. Reagenzglases (vgl. Tab. ITI), 
in dem ohne Zusatz yon Cholatpriiparat das Cytochrom C langsam 
reduziert wurde, 0,3 ccm des Cholatpriiparates zugegeben. Sofort 
erschien die Linie des reduzierten Cytochrom A und gleichzeitig 
verschwand das Band des Cytochrom (. In einigen Sekunden 
wurde dann Cytochrom ( wiederum reduziert. In diesem Zu- 
sammenhang soll darauf hingewiesen werden, daf} hier zum ersten 
Male eine Oxydoreduktion zwischen zwei (ytochromkomponenten 
experimentell veranschaulicht wurde. 


80 


60 


40 | 


20 


0,1 02 0,3 
ccm Cholatpraparat — ccm L-Faktor 
. * Fig. 2 b 


a: Sauerstoffaufnahme in Gegenwart von 1,0 ccm SC-Faktor, 0,2 ccm Cytochrom C, 
0,2 cem bernsteinsaures Na und wechselnder Menge des Cholatpriiparates. 


bh: Wecehselnde Mengen des Faktorpraparates mit 0,3 ccm Cholatpriiparat, 0,2 cem 
Cytochrom C und 0.2 cem bernsteinsaures Na. 


Die hier beschriebenen Versuche erlauben folgende Formu- 
lierung des Reaktionsmechanismus: Bernsteinsiiuredehydrase — > 
SC-Faktor Cytochrom ( Cytochrom A — >» Cytochrom- 
oxvdase, 

Eigenschaften des Faktorpraparates. Die ),-Bestindigkeit des 
SC-Faktors beim Erwirmen auf 45° fiir 15 Minuten wird in der 
Fig. 1 angegeben. Alkohol und Aceton vernichten die Aktivitit 
sogar bei niedrigen Temperaturen. Verschiedene Versuche, den 
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SC-Faktor in Lésung zu. bringen, haben zu keinem Ergebnis 


Bei der Untersuchung der Kinetik wurde gefunden, dai das 


Cholatpriiparat und das SO-Faktorpriiparat scheinbar rein bi- 


-molekular miteinander reagieren: bei einer gegebenen Konzen- 


tration des einen Priiparates nimmt die Sauerstoffaufnahme linear 
mit zunehmender Konzentration des anderen Priiparates zu. Solche 
Ergebnisse sind in der Fig. 2 zusammengestellt. 


IV. 

Versuche mit Apfelsiureoxydation. Es wurde schon friilier fest- 
gestellt, daB® reduzierte Diaphorase nicht mit Cytochrom C zu 
reagieren vermag. Ferner wurde bewiesen®), daB die physiologische 
Reoxydation des Diaphorase-F lavoproteins auch nicht entsprechend 
dem Schema der C,-Dicarbonsiiurekatalyse verlaufen kann, da 
Apfelsiiure mit Sauerstoft 


unverindert oxvdieren. 
Es wurde nun versucht, ob der SC-Faktor die Reaktion 


zwischen Diaphorase und Cytochrom © vermitteln kann. Die Ver- 
suche zeigten deutlich (vgl. Tab. IV), daB dies nicht der Fall ist. 


Tabelle IV 
Warburg-Gefiibe, Einsatz: 0,15 cem 10°/, KOH, Gasraum: Luft, 38° 


1 2 3 4 

Cholatpriiparat ... . 0,2 0,2 0,2 0,2 

SC-Faktor. ... 0,2 0,2 
Apfelsiiuredehy drase 0, 07 mg Protein/e cem | 0,1 0,1 
Diaphorase, 6 mg’ 0,1 0,1 
Cozymase 2,5 mg/eem ....... 0,2 0,2 
6,7 °/, apfelsaures Na . 0,2 0,2 
5°/, glutaminsaures Na... . 0,2 0,2 
Transaminase ... . , 0,5 0,5 
Cytochrom C 7,5 mg/eem. 0,2 0,2 
0,5 %/g Methylenblau ‘ 0,2 — 
5°/, bernsteinsaures Na ...... 
So in 10 Min. emm. . — 55 


Zu diesen Versuchen gebrauchte ich gereinigte (geléste) Apfel- 
siuredehy drase und reines Diaphorase-Flavoprotein®). Oxalessig- 


8) Straub, Enzymologia 9, 148 (1940). 
%) Straub, Biochemic. J. 33, 787 (1939). - 
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siure wurde durch Transaminierung mittels Glutaminsiure ab- 
gefangen. Zu diesem Zwecke wurde in jedem Versuch glutamin- 
saures Na und ein Transaminase-Priiparat zugefiigt. [Herr P. Lé- 
nard fand in diesem Laboratorium, dab dieses Ferment aus einer 
mit Phosphat bereiteten Muskelsuspension frei von Apfelsdiure- 
dehydrase in Lisung gewonnen werden kann, wenn die Suspen- 
sion (p, 7.4) 15 Minuten lang auf 60° erhitzt wird.] 


Zusammenfassung 


In der Bernsteinsiiureoxydation spielen folgende Faktoren 
eine Rolle: Bernsteinsiiuredehydrase, ein unbekannter Faktor, 
Cytochrom C, Cytochrom A und Cytochromoxydase. Derselbe 
Faktor, der die Reaktion zwischen Bernsteinsiiuredehydrase und 
Cytochrom © katalysiert, ist unwirksam zwischen Diaphorase 
und Cytochrom C. 


Herrn Prof. A. Szent-Gyérgyi danke ich fiir seine Anregung und 
Unterstiitzung dieser Arbeit. Der Firma G. Richter-Budapest, bin ich fiir 
die Uberlassung reichlicher Mengen von Cholsiiure zum Danke verbunden. 
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Untersuchungen tiber das Protoplasma griiner Pflanzenzellen 
IV. Die Lipoide der Spinatchloroplasten 


Von 


Wilhelm Menke und Elfriede Jacob 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1941) 


Wie wir friiher fanden, ist der tiberwiegende Anteil der in 
Spinatblattern enthaltenen itherléslichen Verbindungen in den 
Chloroplasten lokalisiert'). Diese enthalten im Mittel etwa 37°/, 
Lipoide. Die Zusammensetzung dieses Lipoidgemisches in groBen 
Ziigen kennenzulernen, war das Ziel der vorliegenden Arbeit. 
Als Ausgangsmaterial diente Chloroplastensubstanz, da reine 
Chloroplastenpriiparate in einer Menge, wie sie zu einer auch 
nur orientierenden Untersuchung der itherléslichen Verbindungen 
notig ist, mit den derzeit zur Verfiigung stehenden Hilfsmitteln 
noch nicht gewonnen werden kénnen. Der Gehalt der Chloro- 
plastensubstanz an Cytoplasma fiallt hierbei kaum stérend ins 
Gewicht, da dasselbe nur etwa 1°/, Lipoide enthalt. Auch Chib- 
nall?) nimmt neuerdings auf Grund unserer Feststellungen an, 
daB die von ihm aus dem Gesamtplasma von Brassica oler acea *) 
und Dactylis glomerata*) extrahierten Lipoide hauptsiichlich in 
den Chloroplasten lokalisiert waren. 

Die Extraktion wurde so vorgenommen, daf die trockne Chloroplasten- 
substanz nacheinander mit siedendem Ather und Ather-Alkoholgemisch er- 
schépft und der Riickstand vom Ather-Alkoholextrakt durch Aufnehmen 
mit trocknem Ather von wasserléslichen Begleitstoffen getrennt wurde. 
Da hierbei das Chlorophyll nicht unzersetzt bleibt, wurde der Chlorophyll- 
gehalt in besonderen Einwagen von Chloroplastensubstanz bestimmt. Der 
Chlorophyllgehalt des Lipoidgemisches wurde aus dem Chlorophyllgehalt 


der Chloroplastensubstanz und dem Lipoidgehalt der Chloroplastensubstanz 
(Tab. 5) berechnet. 


1) Diese Z. 257, 43 (1938). 
*) Protein metabolism in the plant, New Haven 1939. 
5) Biochemie. J. 21, 233, 1112 (1927). 

4) Biochemie. J. 26, 1345 (1932). 


4 
227 a 
fj 
| 
4 
iy: 
: 
‘ 


998 Wilhelm Menke und Elfriede Jacob, 


Tabelle 1 


»/, Chlorophyll in | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 


6,20 
16,76 


5,08 523 | 4,35 | 4,58 
15.50 


Chioroplastensubstanz 


Lipoid (ber.) 15.62 15,68 13,69 


Als erster Trennungsschritt wurde das Lipoidgemisech in einen aceton- 
unlislichen und einen acetonléslichen Anteil zerlegt (Tab. 2). Die Aceton- 
filllung enthilt nach den Erfahrunges von Chibnall und Mitarbeitern® 
Phosphatide und Wachse, wihrend Pigmente, Triglyceride und Sterine in 


Lésung bleiben. 


Tabelle 2 
¢, im Lipoid 1 2 3 4 | 5 
Acetonunlésliches . . 17,7 16,1 21,3 17,1 16,1 
Acetonlésliches . . . 82,3 83,9 78,7 82,9 83,9 


Da das vorhandene Material fiir eine praparative Trennung 
und direkte Bestimmung der Phosphatide nicht ausreichte und 
auBerdem wegen sekundirer Verinderungen bei der Aufarbeitung 
nur ein Teil derselben mit Aceton ausgefillt werden konnte, 
wurde der Gehalt an itherléslichem Phosphor in den Extrakten 
direkt bestimmt (Tab. 3). Nimmt man an, daB das Phosphatid 
4°/, Phosphor enthalt, so berechnet man daraus fiir das Lipoid 
einen Phosphatidgehalt von 2—7°/,. Man kommt so natiirlich 
za Hoéchstwerten, da im Extrakt auch andere phosphorhaltige 
Verbindungen enthalten sein kénnen. Diese starken Unterschiede 
im Gehalt an itherléslichem Phosphor zeigen, wie in drei Vege- 
tationsperioden beobachtet werden konnte, eine eindeutige Ab- 
hiingigkeit von der Jahreszeit, und zwar so, daf die Werte vom 
Friihjahr zum Herbst ansteigen. 


Tabelle 3 
°/, im Lipoid 2 3 5 
P (itherléslich) . . 009 | 030 | | oor 
Rohwaehs ..... 17 15 16 16 15 


Was die Natur der Phosphatide angeht, so fanden Chibnall 
und Channon®) in Spinatblittern das Calciumsalz einer Phos- 
phatidsiure in geringer Menge. AuBerdem scheinen aber auch 


*) Biochemic. J. 25, 2111 (1931). 
®) Biochemic. J. 23, 182 (1929). 
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stickstoffhaltige Phosphatide vorhanden zu sein, darunter die von, 
Feulgen und Bersin‘) in Phosphatiden tierischer Herkunft auf- 
gefundenen Acetalphosphatide. Durch Abzug des aus dem Phosphor- 
gehalt der Acetonfillung berechneten Phosphatids von der Gesamt- 
menge der Acetonfillung erhilt man das Rohwachs (Tab. 3). 


Da das Acetonlésliche neben dem Neutralfett auch die Chloroplasten- 
pigmente enthiilt, liBt sich das Neutralfett weder direkt bestimmen, noch 
aus der Esterzahl berechnen. Wohl aber kann man unter gewissen Voraus- 
setzungen den Gehalt an Triglyceriden aus dem Glyceringehalt und dem 
mittleren Molekulargewicht der Fettsiiuren berechnen. Das Acetonlésliche 
wurde daher mit Kalilauge verseift, aus der Seifenlésung das Unverseif bare 
mit Ather ausgezogen und nach Zerlegung der Seife mit Essigsiiure wurden 
Fettsiuren und Chlorophyllabbauprodukte mit Ather extrahiert. Das Glycerin 
wurde in der wiiBrigen Phase bestimmt. Der Riickstand des Atherextraktes 
wurde erneut verseift, die Seife mit Schwefelsiiure zerlegt und die Fettsiiuren 
mit Petroliither extrahiert (Tab. 4). Dabei bleiben Chlorophyllabbauprodukte 
mit etwa vorhandenen Oxysiiuren in der Unterlauge. 


Tabelle 4 
oF im Lipoid 1 2 3 4 5 
Fettsiiuren . . . 42,32 43,34 35,69 43,50 46,36 


Neutralisationszahl 196,5 199,1 200,8 196,3 203.5 
Mittleres Mol.-Gew. 285,5 281,8 279,4 285,8 275,7 
196,3 198,5 184,7 197,9 210,0 


Triglyceride (ber). ; 50,8 50,3 45,3 53,1 45,3 
Sterine. .. . 1,82 1,78 2,18 2,53 


Vergleicht man die in der berechneten Menge Triglycerid 
enthaltenen Fettsiiuren mit den gefundenen, so findet man, dab 
die Menge der gefundenen Siuren zu klein ist. Wenn man von 
Verlusten bei der Aufarbeitung oder zu hohen Glycerinwerten 
absieht, so weist das auf das Vorhandensein von fliichtigen Siuren, 
Oxysiiuren oder Diglyceriden hin. Deshalb kénnen die errechneten 
Werte um einige Prozente zu hoch sein. Die Sterine wurden in 
dem von Carotinoiden intensiv gefairbten Unverseifbaren, welches 
auch das aus dem Chlorophyll abgespaltene Phytol enthilt, als 
Digitonid gefallt (Tab. 4). 

Das Ergebnis der vorliegenden, zuniichst mit geringen Sub- 
stanzmengen mehr orientierend durchgefiihrten Bestimmungen 
zeigt, daB die Lipoide der Spinatchloroplasten ein Gemisch von 
zahlreichen Verbindungen sind, unter denen Neutralfett mengen- 


7) Diese Z. 260, 217 (1939). 
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miBig an erster Stelle steht. Dagegen treten Phosphatide und 
Sterine, denen von verschiedener Seite als strukturbestimmendes 
Baumaterial der Chloroplasten entscheidende Bedeutung zuge- 
schrieben wurde, stark zuriick. Es sei noch darauf hingewiesen, 
daB Dam, Glavind und Nielsen®) fast die ganze Menge der in 
der Pflanzenzelle enthaltenen lipoidléslichen Vitamine K 
in den Chloroplasten fanden, wobei Vitamin K nahe Beziehungen 


zur Chlorophyllbildung zeigte. 


Die Untersuchungen wurden mit dankenswerter Unterstiitzung 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefihrt. 


Experimenteller Teil 


I. Gewinnung der Extrakte, Chlorophyllbestimmung. Die 
Chloroplastensubstanz wurde durch Einleiten von CO, in den wiBrigen 
Blattextrakt und Abfiltrieren gewonnen. Die urter Vereisen im Vakuum 
einer Olpumpe iiber Kieselgel getrocknete Substanz wurde in einer Menge, 
die etwa 5—10 g Lipoid enthielt, nacheimander mit Ather (iiber Natrium 
getrocknet) und Ather-Alkoholgemisch (1:3) im Extraktionsapparat nach 
Haanen und Badun (Schott) erschdpfend extrahiert. Der Atherextrakt 
wurde im Vakuum unter Stickstoffdurchleitung vom Lésungsmittel befreit 
und -ewogen. Der \ther-Alkoholextrakt wurde zuniichst in troeknen Ather 
iibergefiihrt und unter Stickstoffiiberdruck durch ein Druckfilter (Schott 9 G4) 
filtriert und dann wie der Atherextrakt weiter behandelt (Vab. 5). Die Chloro- 
phyllbestimmung wurde schon in eiuer fritheren Mitieilung’) beschrieben. 


°', Lipoid im | 1 | 


bo 
w 


Atherextrakt . . . . 23,65 29,25 
Ather-Alkoholextrakt . 9,12 7,44 


II. Phosphatid-Wachsfraktion. In einem kleinen Anteil des 
Extraktes wurde der Phosphor mikrogravimetrisch als Phosphorammonium- 
molybdat nach Lieb bestimmt (Tab. 6). Die Hauptmenge der Lipoide 
wurde in wenig Ather aufgenommen und mit eiskaltem Aceton versetzt. 


Tabelle 6 
°', P im | 1 | 9 | 3 | f | ; - 
Ather—Alkoholextrakt e | | 0,45 0,88 


*) Diese Z. 265, 80 (1940). *) Diese Z. 263, 100 (1940). 
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Nach Stehen im Eisschrank wurde am niichsten Tag die Fiillung abzentri- 
fugiert, die tiberstehende Lésung auf ein kleines Volum eingeengt und 
nochmals mit Aceton gefiillt. Die Fillungen wurden mit Aceton aus Ather 
umgefillt und getrocknet. Die Fillung aus dem Atherextrakt ist eine 
brickelige, teilweise krystalline Masse, wihrend die Acetonfillung aus dem 
Ather-Alkoholextrakt eine doppelbrechende Substanz von schmieriger Keu- 
sistenz ist. Die Phosphorverteilung in beiden Fraktionen geht aus Tabelle 7 
hervor. Die Priifung auf Acetalphosphatide nach Feulgen und Griin- 
berg") ergab, eine geringe, dem Phosphorgehalt etwa proportionale 
Menge dieser bis vor kurzem noch unbekannten Phosphatide vorhanden ist. 
Ferner wurden Stickstoff, Kalium und Calcium nachgewiesen. Eine Ab- 
trennung der Phosphatide von den wachsartigen Begleitstoffen und nihere 
Charakterisierung derselben gelang bei der hier angewandten Arbeitsweise 


nicht. 


Tabelle 7 
“lo P im Setaien | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 
0,10 0,02 0,09 0,06 0,10 
Ather. -Alkoholextrakt . 0,65 G,69 1,20 0,59 0,34 


MT. Acetonlésliche Fraktion. Das Acetonlésliche wurde mit 
alkoholischer 2n-Kalilauge am Riickfubkihler unter Stickstoffdurchleitung 
verscift und aus der mit Wasser verdiinnten Seifenidsung das Unverseif- 
bare mit Ather ausgezogen. In etwa i00 mg des Unverseifbaren wurden 
die Sterine als Digitonide gefiillt. 

Die Seifen wurden mit Eisessig zerlegt und die Fettsiiuren ind Chioro- 
phyllabbauprodukte mit Ather extrahiert. Die Fetwsiurelsung wurde. mit 
Natriumsulfat getrocknet, yom Ather befreit und die Fettsiuren in die Kali- 
seifen iibergefiihrt. Diese Seife wurde mit Schwefelsiiure zerlegt und die 
Fettsiiuren “mit Petrolither ausgezogen. Die Chlorophyllabbauprodukte 
bleiben dabei in der wiibrigen Phase. Die Bestimmung der Neutralisations- 
zahl wurde in der iiblichen Art durchgefiihrt, die der Jodzahl nach Kauf- 
mann (Mikromethode nach Kaufmann und Hartweg). Die Glycerin- 
lésung wurde auf dem Wasserbad auf etwa 50 ccm eingeengt und in 0,5 cem 
das Glycerin nach der Jodidmethode im Halbmikroapparat nach Stritar 
(Haak, Wien) bestimmt. 


Tabelle 8 


“lo im Acetonlielichen 1 2 3 4 5 


51 
6, 
Ur. exseifbares . 1! 

darin °/, Sterine .. . 11, 


%) Diese Z. 257, 161 (1939). 


Ast 
| 
AAG 
3 
43 51,69 45,33 82,52 55,25 
| 35 | 625 | 605 | 659 | 5,74 ae 
91 16,01 15,17 20,92 16,56 ee 
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Uber eine Synthese der Pantothensdure. II 


Ammonium-Ion als Aktivator 
Von 
Theodor Wieland und Ernst Friedrich Méller 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung Heidelberg, 
{nstitut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1941) 


Wie vor kurzem berichtet}), gelingt es, aus Hefe M (nach 
Einfrieren in flissigem Stickstoff oder fliissiger Luft und an- 
schlieBende Dialyse bei 30° gegen Phosphat vom p,, 8,0 unter 
gleichzeitigem Durchsprudeln von Luft) ein Priiparat zu erhalten, 
das bei physiologischem p,, (8,0) aus #-Alanin und (—)a-Oxy-f, 
f-dimethyl-y-butyrolacton (-+-) Pantothensiure synthetisiert. Wir 
hatten die Menge der synthetisierten Pantothensiure (Ps) in Pro- 
zenten des normalen Ps-Gehalts der frischen Hefe M angegeben. 
Bestimmend hierfiir war, daB die aufgefundene Reaktion nur dann 
biologisches Interesse beanspruchen konnte, wenn die syutheti- 
sierten Ps-Mengen in der GréBenordnung der in der lebenden 
Hefezelle enthaltenen Mengen an diesem Wuchsstoff lagen. Das 
war, wie gezeigt werden konnte, tatsichlich der Fall. Eine Menge 
unseres Hefepriiparates aus 1,5 g Frischhefe M, die auf 0,5 mg 
Lacton und 1,0 mg f-Alanin in 5 ccm bei 30° einwirkte, synthe- 
tisierte in 24 Stunden 9 y Ps, das sind etwa 10°/,, der Ps-Menge, 
die sich bei vollstiinadigem Umsatz bilden wiirde. Jetzt haben wir 
in einer Reihe von weiteren Versuchen héhere Ausbeuten erzielt. 
Wir geben diese nunmehr in Promille der theoretisch méglichen 
Ps-Menge an. Die Bestimmung der ge’ 'deten Ps-Menge erfolgte, 
wie friiher mit dem Stamm 10S von. cptobacterium plantarum 
[Orla-Jensen]. | 

Nachdem bei der Sprudeldialyse nahezu ?/, der Hefesubstanzen 
verloren gehen (10g frische Hefe M mit 2,4 g Trockengewicht 


') Th. Wieland u. E. F. Méller, Diese Z. 269, 227 (1941). 
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geben ein sprudeldialysiertes Priparat mit einem Trockengewicht 
yon etwa 0,8 g) war damit zu rechnen, dab auch niedermolekulare 
Substanzen in die AuBenlisung treten, die fiir die Ps-Synthese 
von Bedeutung sein konnten. Wir priiften daher, ob sich die 
Fahigkeit unserer Hefepriiparate zur Ps-Synthese durch langere 
Dauer der Sprudeldialyse herabsetzen laBt. Dies war tatsichlich 
der Fall. Mit einem Priparat, das nach 200stiindiger Sprudel- 
dialyse zum Ansatz kam, entstanden unter den oben angegebenen 
Bedingungen nur noch 5°/,, der theoretisch méglichen Ps-Menge. 
Nun wurde ein Hefeautolysat mit 1n-Schwefelsiure so lange ge- 
kocht, bis alle Ps mit Bestimmtheit zerstért war und nach Ent- 
fernen der Schwefelsiiure mit Baryt einem Synthese-Ansatz zu- 
gesetzt. Es ergab sich dabei eine Steigerung der Ps-Synthese. 
Es wire nun die folgerichtige Aufgabe gewesen, den im Autolysat 
nachgewiesenen Aktivator anzureichern und zu isolieren. Ks 
schien uns aber zuniichst aussichtsreicher, zu priifen, ob nicht der 
Aktivator mit einer jener Substanzen identisch ist, welche die 
Hefe M zum Wachstum bendtigt. Die von uns beniitzte Nahrlisung: 
tir Hefe M setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 


g/eem 
1. Monokaliumphosphat. ....... 0,83 x 107° 
2. Dinatriumphosphat (2H.O) .... . 1,25 x 10-5 
3. Natriumacetat (3H,O). ....... 
4. Ammoniumsulfat. ......... 05 «10° 
5. Magzesiumsulfat (7H,O) ...... 0,42 x 107 
6. Ferricitrat . . on 
2 Mangano-chlorid (4 
8. Glucose... . 
4. 1-Cystein- hydrochlorid 
16. d,l-Phenylalanin .......... «50 
18. d,l-Asparaginsiiure ......... 50 x 10- 
19. 1-Glutaminsiiure ... . 
20. Aneurinchlorid- 


23. Biotin (I. G. Nr. 74) 16 8E/eem (~ 0,65 x 
24. @-Alanin (oder Ps)... ...... x 10-5 (4,0 x 107) 
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g/cem 
25. Kaliumaluminiumalaun (12H,O) . - . 1,66 x 10-° 
26. Kupfersulfat (5H,O) 6,7. x 10-8 
27. Vanadin-II-chlorid ......-+.-. 0,83 x 107-5 
28. Kaliumjodid. 1,66 x 107° 
33. Rubidiumearbonat .... . 
34. Strontiumearbonat ........-. 1,66 x 10-8 
35. Caleiumbicarbonat .... 
1,66 x 107-7 


Erfreulicherweise lieB sich die aktivierende Wirkung des 
Hefeautolysates auch durch diese Nihrlésung fiir Hefe M, aus der 
selbstverstindlich die Ps weggelassen wurde, erzielen, und zwar 
noch viel ausgeprigter. Es konnte die Ps-Ausbeute um 400 bis 
1500°/, gesteigert werden, sowohl bei p,, 6,5 wie auch bei p,, 8,0. 


Tabelle I 
Aktivierung der Ps-Synthese durch die Niihrlésung fiir Hefe M. Pro Ansatz 
0,1 ecm einer 1°/,igen Lésung von d,l-Lacton und f-Alanin in Wasser. . 
Reaktionsdauer: 24 Stunden, 30°. 


Priiparat aus eem m/15 ecm Nibr- Ps-Ausbeute in 
Hefe mg Phosphat lésung A. Theorie 
750 4,0 (py 6,5) — 3 
750 — 4,0 (py 6,5) 30 
600 4,0 (py 8,0) 2,5 
600 4,0 (py 8,0} 35 


Nachdem sich dieser Effekt der Aktivierung an weiteren 
Hefepraparaten mehr oder weniger ausgeprigt, aber immer deut- 
lich im selben Sinne reproduzieren lieB, priiften wir die oben 
angefiihrten Bestandteile einzeln auf ihre aktivierende Wirkung 
beim p,, von 8,0. Ohne jede aktivierende Wirkung waren die 
Aminosiuren (Nr. 9—19), Glucose, sowie die Wuchsstoffe (Nr. 20 
bis 23). Der volle Aktivierungseffekt konnte hingegen erzielt 
werden durch eine Lisung, in der die Salze 1—4 enthalten waren. 
Von den in dieser Lisung enthaltenen Ionen schieden Na*, K*, 
HPO,” uad H,PO,’ aus, da sie als Puffer im Synthese-Ansatz 
ohnehin enthalten sind. Es blieben also noch NH,*, SO,” und 
Acetat’ iibrig. Die beiden Anionen lieBen sich leicht ausschlieBen, 


da Na,SO,, Li,SO, und MgSO, ohne aktivierende Wirkung waren 
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and auch Na-acetat keinen aktivierenden Effekt gab. Als Akti- 
vator blieb somit nur noch das Ammonium-lon iibrig. Von den 
gepriften Ammonsalzen hat NH,Cl,(NH,),SO, und (NH,),HPO, 
iibereinstimmend zu einer starken Erhéhung der Ps-Ausbeute ge- 
fiihrt. Weniger ausgepriigt und schwankend waren die Ergebnisse 
mit (NH,),CO, und NH,OCOCH,. Es ist wahrscheinlich, dab dem 
Carbonat-ion und dem Acetat-ion eine hemmende Wirkung zukommt. 


Tabelle II 


Aktivierung der Ps-Synthese mit verschiedenen Priiparaten aus Hefe M 
durch Ammonium-ionen 


Pro Ansatz 0,1 cem einer Lésung von 1,3°/, (-)Lacton + 0,9°/, pAlanin in 
Wasser. Alle Salzlésungen waren mit den Hydroxyden ihrer Kationen aut 
Pu 8,0 eingestellt. Reaktionsdauer: 24 Stunden, 30°. 


Priiparat aus} m/15-Phos- Ausbeute 
Hefe mg Wasser phat (pg, 8) a (Px 8) in °/,9 der 
(1,0 eem) ecm Theorie 

500 3,0 1,0 — 3 
500 3,0 - 1,0 Na-acetat (2 m) 2 
500 3,0 — 1,0 Na-sulfat (1 m) 3 
500 3,0 — 1,0 Ammonsulfat (1 m) 12 
750 -—— 2,5 1,5 Ammonsulfat (1 m) 11 
300 — 3,5 0,5 Ammonsulfat (1 m) 10 
300 — 3,5 0,5 Ammonphosphat (1 m) 10 
300 _- 3,5 0,5 Ammonchlorid (2 m) 10 
300 4,0 3 


Bei Versuchen mit steigenden Ammonphosphatmengen hat 
sich ergeben, daB es ein ziemlich scharfes Konzentrationsbereich 
gibt, in dem die Ps-Synthese einen Maximalwert zeigt, und daB 
héhere Ammoniumkonzentrationen die Synthese vollkommen hem- 
men. Die Figur gibt die Abhiingigkeit der Ps-Ausbeuten von der 
NH,-Konzentration an. Man erkennt, daB das Optimum der 
Synthese erreicht wird, wenn etwa 0,1 Mol Ammonium-ionen pro 
Liter im Synthese-Ansatz enthalten sind. Das ist dieselbe Kon- 
zentration, wie sie auch die Nahrlésung fir Hefe M aufweist. Bei 
etwa 0,5 Mol pro Liter wird der ohne Ammonsalz erzielte Leer- 
wert erreicht und bei weiterer Steigerung der Amoniumkonzen- 
tration noch unterschritten. 

Da mit Ammoniak leicht 
zum Amid der «,y-Dioxy-,-dimethylbuttersiure reagiert, dachten 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 272 17 


<n 
| 
a ake 
| 


936 Theodor Wieland und Ernst Friedrich Méller, 


wir an die Méglichkeit, daB auch im Synthese-Ansatz eine Reak- 
tion des Lactons mit Ammoniak der Kondensation mit #-Alanin 
vorausgehen kinne, die eigentliche Ps-Synthese in einer ,,Um- 
amidierung“ des Amids mit -Alanin bestehe und so die Akti- 
vierung mit Ammonium-ionen zu erkliren sei. Wir setzten des- 
halb dem Synthese-Ansatz an Stelle des Lactons das Amid 
(Schmelzp. 124°) in iiquivalenter Menge mit f#-Alanin zu. Nach 
24 Stunden war jedoch nur etwa halb so viel Ps entstanden wie 
im gleichen Versuch mit Lacton. 

Das Amid stellt demnach wahrscheinlich kein Zwischen- 
produkt bei der biologischen Ps-Synthese dar, vermag aber mit 


i 


004008 =02 08 
Mo/ NHg —Jonen pro Liter 


4 f-Alanin in Gegenwart von sprudeldialysierter Hefe auch Ps zu 
: bilden. Auch diese Synthese ist durch Ammonium-ion aktivierbar. 
" Sie kann dadurch zustande kommen, da8 aus dem Amid zuniichst 
3 durch Hydrolyse Lacton entsteht und dieses mit f-Alanin zu Ps 
reagiert. Dieser Mechanismus wiirde eine sehr weitgehende Hy- 
drolyse des Amids voraussetzen. Will man eine solche nicht 


; annehmen, so wiirde hier eine Umamidierung der Amidgruppe 
mit ?-Alanin vorliegen. 
CH, 
| OH 0 
HOCH,—C—C—C¢ H,N—CH,—CH,—COOH —-> 
CH, \ 
| CH, 
C8 
HOCH,—C—C—cZ + NH, 
| | H  \NH—CH,—CH,—COOH 
CH, 
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M. Bergmann und H. Fraenkel-Conrat?’) konnten aus 
Hippursiiure und Anilin unter Einwirkung von Papain, Bromelin 
oder Kathepsin Hippursiiure-anilid in 60°/, Ausbeute syntheti- 
sieren. Wurde an Stelle der Hippursiiure ihr Amid verwendet, 
so war die Geschwindigkeit der Anilidbildung héher als bei An- 
wendung der Siiure. Es wird angenommen, daf hier eine Um- 
amidierung zwischen der Amidgruppe und Anilin unter Einwirkung 
des Enzyms stattfindet. Dabei ist die Geschwindigkeit der Um- 
amidierung im Gegensatz zu unseren Ergebnissen gréBer als die 
der direkten Reaktion von Siure und Anilin. 


Die von Bergmann untersuchte Reaktion liBt sich auch in 
anderer Hinsicht mit unserer Ps-Synthese vergleichen. Sie findet 
nur dann statt, wenn die Aminosiure am Stickstoff acyliert ist. 
Wir halten es nicht fiir unméglich, daB die N-Acyl-aminosiiuren in 
Form der Oxazolin-Derivate reagieren, zumal Bergmann selbst 
an anderer Stelle*) das Vorkommen von Oxazolin-Ringen in Pro- 
teinen diskutiert. Dann bestiinde in beiden Fallen die syntheti- 
sche Reaktion in einer blofen Addition eines ,Amins“ unter 
Offnung eines sauerstoffhaltigen Rings. 

Die hervorragenden Ausbeuten bei der Synthese mit Papain 
beruhen sicher auf der vollstindigen Wasserunléslichkeit des 
Hippursiureanilids, das sich nach 1 Stunde krystallinisch ab- 
scheidet. Die synthetisch gebildete Ps zeigt leider nicht so er- 
freuliche Kigenschaften; daher bleibt die Synthese bei einer sehr 
viel kleineren Ausbeute stehen. 


Die Ausbeuten an Ps bei der biologischen Synthese betragen 
10—20°/,, der theoretisch méglichen Menge. Dies stimmt gut 
zu der Erfahrung, da’ man vom #-Alanin fiir optimales Wachs- 
tum der Hefe M 100—200 mal mehr benétigt als vom (+)-Ps. 
Ks scheint also auch in der lebenden Zelle die Ausniitzung des 
8-Alanins nicht weiterzugehen als in einem Ansatz mit sprudel- 
dialysierter Hefe. Ganz ihnliche Verhiltnisse haben E. und 
R. Abderhalden bei der Synthese des Aneurins aus den Kom- 
ponenten 4-Methyl-5-hydroxy-iithylthiazol und 2-Methyl-4-amino- 
5-brommethyl-pyrimidin-hydrobromid durch tierisches Gewebe 
beobachtet*). Auch dort handelt es sich, formell betrachtet, wie 
bei der Ps-Synthese um eine glatte Additionsreaktion: 


*) J. of Biol. Chem. 119, 707 (1937). 
5) Naturw. 12, 1158 (1924). 
*) Pfliigers Arch. 242, 508 (1939): 243, 85 (1940). 
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C,H,ONS + C,H,N;,Br. C,,H,,ON,SBr, (Aneutin-bromid-hydrobromid) 
C;H,,0; +C,H,;O,N -> C,H,,0,N (Pantothensiure). 


7 Ubereinstimmend mit Ergebnissen bei Fiitterung von B, -avita- 
f minotischen Tauben mit den beiden B,-Komponenten, bei welcher 
auch nur 10—15°/,, der theoretisch méglichen B,-Menge ent- 
Pi stehen, synthetisieren Extrakte aus verschiedenen Organen von 
&§ Kaninchen, Taube und Ratte 10—15°/,, Aneurin. Kine ganze 
Reihe von Mikroorganismen vermag demgegeniiber mit dem Ge- 
misch der beiden Aneurinkomponenten ebensogut zu wachsen, wie 
mit einer aiquivalenten Menge Aneurin®), 


| Bei der Ausfiihrung der Versuche erfreuten wir uns der tat- 
kraftigen Mithilfe von Frl. Liselotte Wirth und Herrn Kurt 
Breitwieser, denen wir vielmals zu danken haben. 


°) W. H. Schopfer, Erg. Biol. 16, 1 (1939). 
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Zwischenprodukte der Umwandlung von Haminen 
in Gallenfarbstoffe ') 
Yon 
Eberhard Stier 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Dezember 1941) 


Bei der Einwirkung von Hefe auf die Pyridinlésung von 
Haminen konnten H. Fischer und F, Lindner?) schon im Jahre 
1925 blaugriine Farbstoffe beobachten, die sie als Derivate von 
Gallenfarbstoffen ansprachen. Ein iihnlicher Befund wurde 1930 
von O. Warburg und E. Negelein®) erhoben, die beim EKinleiten 
von Sauerstoff in eine hydrazinhaltige Lésung von Protohimin 
in Pyridin—Wasser — unter diesen Bedingungen also als Pyridin- 
hamochrogen anwesend —- griine Farbstoffe krystallisiert erhielten, 
die sie als ,griines Hiimin* bezeichneten. In Fortfiihrung dieser 
Versuche gelang dann R. Lemberg‘) unter Verwendung des War- 
burgschen Verfahrens durch Behandlung des ,griinen Himins“ 
mit methanolischem Chlorwasserstoff die Umwandlung in einen 
krystallisierten Gallenfarbstoff, den Biliverdinester, ohne jedoch 
die griine Zwischenstufe mit dem charakteristischen dreibandigen 
Spektrum in krystallisiertem Zustande darstellen zu kénnen. Aut 
der gleichen Linie lagen die Beobachtungen von P. Karrer, 
H. y. Kuler und H. Hellstrém5) iiber die Kinwirkung von 
Ascorbinsiiure auf Hiimochromogene. Auch hier konnte kein 
krystallisiertes Zwischenprodukt gefaBt werden. Um miglichst 
einfache Bedingungen zu schaffen, wahlten H. Fischer und 
H. Libowitzky*) den im Gegensatz zu Protohiimin IX sym- 
metrisch gebauten und in den Seitenketten gesiittigten Kopro- 


) 31. Mitteilung zur Kenntnis der Gallemfesbetete; 30. Mitteilung, 
Diese Z. 268, 197 (19-41). 

*) Diese Z. 153, 54 (1925). 

‘) Ber. chem. Ges. 63, 1816 (1930). 

4) Biochemic. J. 29, 1332 (1935). 

*) Arkiv for Kemi, Mineralogi och Geologi, B. 11, Nr. 6, 5 (1933). 

*) Diese Z. 251, 198 (1938). 
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hiiminester I. Er lieferte in Pyridin mit Ascorbinsiure—Sauerstofi 
ebenfalls den soeben erwibnten griinen Farbstoff, der mit metha- 


“nolischem Chlorwasserstoff in Koproglaukobilinester von ein- 


heitlichem krystallographischea Befund ibergefiihrt wurde, 
durch Hefe in Pyridin—Wasser konnte Koprohiminester I in Kopro- 
glaukobilinester I@ verwandelt werden’), Die weitere Bearbeitung 
dieser Oxydationsvorgiinge richtete ihre Aufmerksamkeit auf die 
Erfassung- von Zwischenstufen, deren Isolierung Aufschlu8 tiber 
den Reaktionsablauf geben sollten. Das Zusammentreffen einer 
Reduktions- (Hydrazin, Ascorbinsiiure) und einer Oxydations- 
komponente (Sauerstoff), die das Auftreten von Wasserstoffsuper- 
oxyd verursachen konnten, fiihrten zur Verwendung von verdiinnter 
Wasserstofisuperoxydlisung in Pyridin als Oxydationsmittel fiir 
das Koproester-pyridinhimochromogen. Als Ergebnis dieser Unter- 
suchung wurde das krystallisierte Oxy-kopro I-ester-chlorhimin (1) 
isoliert’). Durch sofortige Zugabe von Benzoylchlorid zu der 


Pyridinlésung nach beendeter Oxydation konnte nach Enteisenung - 


der Benzoxy-koproporphyrin-tetramethylester erhalten werden. Die 
Enteisenung des Oxy-koproester-chlorhimins ergab den Oxy-kopro- 
porphyrin I-tetramethylester, der durch dunkelblaue Lésungsfarbe 
und grofe Lichtempfindlichkeit ausgezeichnet ist. Er geht bei der 
Benzoylierung in Benzoxy-koproporphyrinester iiber. Damit war 
bewiesen, dal} die erste Umwandlungsstufe, was die Veriinderung 
an dem Methinbriickensystem betrifft, in dem Eintritt einer 
Hydroxylgruppe besteht. 


HC PSM oH 
| | | 
N_ Cl _N 

PSM-——CH, PSM—~~—CH, 


PSM = Propionsiuremethylester. —CH,—CH,—COOCH,. 


Die Umwandlung dieses Oxyhimins in einen Farbstoff mit 
dem Spektrum eines ,griinen Himins“ erfolgt durch Schiitteln 
der Pyridinlésung mit Sauerstoff’) (S. 232). Durch vorsichtige Be- 
handlung mit 5°/,igem methanolischem Chlorwasserstoff konnte 
aus der eingeengten Pyridinlésung der krystallisierte Koproverdo- 


‘) H. Libowitzky und H. Fischer, Diese Z. 255, 209 (1938). 
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haminester erhalten werden’). Der ihm zugrunde liegende Kisen- 
und Chlor-freie Pyrrolfarbstoff, fiir den H. Libowitzky die 
Formulierung (II) vorschligt, konnte infolge leichter Zersetzbarkeit 
bisher nicht isoliert werden. Die Umwandlung des Koproverdo- 
himinesters in Gallenfarbstoff erfolgte durch Alkali und an- 
schlieBende Behandlung mit methanolischem Chlorwasserstoft. 


N N 
IT HCS éCH 
\ N 
H | 
PSM---=CH, 


PSM = Propionsiuremethylester —CH,—CH,.—COOCH,. 

Die neuerdings aufgenommenen Versuche zur niheren struktur- 
mibigen Charakterisierung des Koproverdohiiminesters mit Hilfe 
chemischer Umsetzungen stieBen infolge der bereits von H. Libo- 
witzky festgestellten teilweisen Umwandlung dieses Farbstoffes 
in Koproglaukobilinester bei der Behandlung mit organischen 
Lésungsmitteln auf erhebliche Schwierigkeiten. Nur Ameisensiiure 
bewirkte nach diesen Befunden in der Kalte selbst nach 48 Stunden 
keine Umwandlung. Deshalb wurde reinster porphyrinfreier Kopro- 
verdohiminester der katalytischen Reduktion in heiBer Ameisen- 
siiture (T0—75°) im Wasserstoffstrom mit Palladium als Kataly- 
satoi unterworfen, einer Methode, die sich in der Chlorophyllchemie 
bei der Reduktion von Hydroxyl- und Ketogruppen, welche infolge 
ihrer ungiinstigen riiumlichen Anordnung sich gegen alle anderen 
Reduktionsverfahren resistent verhielten, besonders erfolgreich be- 


wihrt hatte’). So gelang die teilweise Uberfithrung des Kopro- 


verdohiiminesters in Koproporphyrinester, der spektroskopisch iden- 
tifiziert werden konnte. Als Konkurrenzreaktion liuft hier die 
offenbar hydrolytische Spaltung zu Koproglaukobilinester parallel), 
der in weit iiberwiegender Menge entsteht und durch Schmelz- 
and Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. Demnach wiire also 
dem Koproverdohiminester eine Pyrrolfarbstoffkomponente zu- 
zuordnen, in der das Kohlenstofigeriist noch vollstiindig im Sinne 
der Formulierung (II) vorhanden ist. Die katalytische Hydrierung 
mit Platinoxyd in Methanol verlief ohne Erfolg. 


*) Diese Z. 265, 191 (1940); vgl. dort das Umwandlungsschema S. 200. 
*) H. Fischer, E.Stieru. W. KanngieBer, Liebigs Ann. 548, 258 (1940). 
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Kinen Hinweis auf den uneinheitlichen Verlauf der Oxydation 
des Koproester-pyridinhamochromogens ergab die Aufarbeitung der 
chlorwasserstoffsauren methanolischen Mutterlauge des Oxy-kopro- 
ester-chlorhiimins iiber Ather. Hierbei konnte durch Fraktionierex 
mit Salzsiiure Koproglaukobilinester vom Schmelzp. 202° isoliert 
werden. Die Identifizierung erfolgte durch den Mischschmelzpunkt. 
Da sowohl Oxy-koproester-chlorhimin als auch Oxy-koproporphyrin- 
ester durch methylalkoholischen Chlorwasserstoff unter den Be- 
dingungen ihrer Isolierung und Reindarstellung keine Umwandlung 
in Gallenfarbstoff erleiden, ein Verhalten, das auch bei Oxy-meso- 
und Oxy-protoporphyrinester festgestellt wurde, ist daraus zu 
schlieBen, daB bei der Wasserstofisuperoxydoxydation auch schon 
geringe Mengen an Koproester-pyridin-verdo-parahimatin ent- 
standen sein miissen. Um diese Verhiltnisse naher zu iiberpriifen, 
wurde versucht, schon um eine vielleicht vereinfachte Darstellungs- 
methode fiir das Verdohimin auszuarbeiten, die mit Wasserstofi- 
superoxyd erhaltene Pyridin-parahiimatinlésung weiter zu oxydieren. 
Dies geschah durch 4stiindiges Einleiten von Sauerstoff. Die 
griine Pyridinlésung wird hierbei schmutzig violett. Nach Kochen 
mit methanolischem Chlorwasserstoff ergab die Aufarbeitung iiber 
Ather ein sehr kompliziertes Farbstoffgemisch, das keine Spur 
von Koproglaukobilinester mehr enthielt. Mit 8, 10 und 12°/,iger 
Salzsiure konnte jedoch ein Farbstotf von orangeroter Farbe in 
yverdiinnter, von rotvioletter in konzentrierter Lésung erhalten 
werden. Er besitzt Indicatoreigenschaften und lést sich mit blau- 
violetter Farbe in Salzsiiure. Das Spektrum des rotiluorescierender: 
Zinksalzes ist identisch mit dem des Zinksalzes von Dimethoxy- 
atioglaukobilin’’), Trotz chromatographischer Reinigung gelang 
die Isolierung in festem Zustande nicht. Auch beim Mesoester- 
pyridinhimochromogen gelang diese Reaktion mit dem gleichen 
Ergebnis. Dieselbe Beobachtung der rotvioletten Farbstoffe wurde 
bei der Gewinnung neuer Gallenfarbstoffe vom Typ des Glaukobilins 
nach der Methode von Warburg gemacht. Diese Ergebnisse werden, 
da sie offenbar auf einen gleichartigen Oxydationsvorgang zuriick- 
zufihren sind, gemeinsam in einer weiteren Mitteilung besprochen. 
Sie beweisen schon jetzt, daB die Sauerstoffbehandlung einen iiber 
das ,griine Himin“ hinausgehenden OxydationsprozeB darstellt. 


| Koprohiminester I ist beziiglich seines symmetrischen Baues 
ein besonders giinstiges Ausgangsmaterial, ergibt sich doch bei 


*) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 265, 19 (1940). 
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der Umwandlung in Gallenfarbstoff sowie fir die Uberfithrung in 
Benzoxy-koproporphyrinester nur eine einzige Méglichkeit der 
Ringéfinung bzw. des oxydativen Kingriffs am Porphinkern. Zu 
Schwierigkeiten aber muBte die Verwendung unsymmetrisch ge- 
bauter Porphyrine fiihren, von denen das Pyridinhimochromogen 
des Mesoporphyrin IX zuniichst bearbeitet wurde, das sich vom 
,hatiirlichen“ Protohiimin IX ableitet, wie dies folgende Formel (IIT) 
zum Ausdruck bringt. 


H,C--=C.Hs H.C; 
N a N \ IV: -CH=CH, statt C,H. 
H 
dimethylester. 


PSM = Propionsiuremethylester CH, —CH, 


Fiir das Mesoester-pyridinhimochromogen) wurde eine Dar- 
stellungsmethode in gréBerem Mafstabe ausgearbeitet. Das Hiimo- 
chromogen wurde nach der bereits beim Koproporphyrin be- 
schriebenen Methode’) mit 3 Mol Wasserstoffsuperoxyd oxydiert. 
Die Oxydation verlauft unter den gleichen Farbinderungen wie 
beim Koproporphyrin. Durch Benzoylierung‘) (S. 228) erfolgt Farb- 
umschlag von Griin nach Rotbraun. Die Aufarbeitung erfolgte 
nach Entfernung des Eisens mit Ferroacetat—Salzsiure abweichend 
von der des Benzoxy-koproesters nicht iiber Chloroform, sondern 
iiber Ather. Dieses Verfahren war notwendig zur Beseitigung 
des Mesoporphyrins, das infolge unvollstiindiger Umsetzung noch 
in betrichtlicher Menge vorhanden war. Der Benzoxy-meso- 
porphyrinester wurde mit 4 und 6°/,iger Salzsiiure entzogen und 
der chromatographischen Reinigung durch Adsorption seiner Aceton- 
lésung an Aluminiumoxyd unterzogen. Nach Umkrystallisieren aus 


Aceton—Methanol wurden uncharakteristische Krystalle vom Schmelz-_ 


punkt 197—199° (unscharf) erhalten. Dieses Porphyrin besteht 
méglicherweise aus 4 Isomeren, deren Entstehung durch Oxydation 
an verschiedenen Methinbriicken durchaus denkbar wire. Das sehr 
geringe Krystallisationsbestreben des Porphyrins spricht dafir, dab 
es sich um ein Gemisch von Isomeren handelt. Kine Trennung 
dirfte infolge sehr ahnlicher Kigenschaften jedoch auf groBe 


4) H. Fischer, A. Treibs u. K. Zeile, Diese Z. 195, 24 (1931). 
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Schwierigkeiten stoBen. Die Krmittlung der Oxydationsstelle kénnte 
vielleicht erfolgen, indem man die nach Abspaltung des Benzoyl- 
restes entstehende freie Hydroxylgruppe zu einer Umsetzung mit 
einer der hierfiir geeignet erscheinenden Seitenkette zu erzwingen 
versucht. 

Kinen Hinweis auf die Stellung des Benzoxyresies bot die 
Rhodinreaktion, die beim Mesoporphyrin positiv, bei allen Phyllo- 
porphyrinen jedoch negativ ausgefallen war’). 7-Phylloporphyrin, 
das in y-Stellung eine Methylgruppe besitzt, ergibt lediglich eine 
Salfonsiiure bzw. ein Sulfon in 6-Stellung. Nunmehr wurden seine 
synthetischen Isomeren mit der Methylgruppe am @-, 8 und 
d-Kohlenstoffatom neuerdings der Rhodinreaktion unterzogen. Hier- 
bei stellte sich heraus, daB die Methylsubstitution des Porphin- 
ringes fiir die Rhodinbildung kein Hindernis ist, denn alle drei 
isomeren Phylloporphyrine konnten allerdings unter verschirften 
Bedingungen schon bei Anwendung von nur 1 mg Substanz in 
die entsprechenden Rhodine iibergefiihrt werden. Von ihnen waren 
f- und 0-Phyllorhodin spektroskopisch identisch. Das negative 
Verhalten des y-Phylloporphyrins .beruht also nur auf der Stellung 
der Methylgruppe am y-Kohlenstoffatom, die den Ringschlu8 der 
Propionsiiure mit dem Porphinkern verhindert. Das Ausbleiben 
der Rhodinreaktion bei 7-Phylloporphyrin im Gegensatz zu seinen 
Isomeren stellt also in Bestitigung der Ergebnisse iiber die Kon- 
stitution des Phylloporphyrins einen weiteren Beweis fiir den Sitz 
der Methylgruppe am y-Kohlenstoffatom dar. . Die Abhiingigkeit 
der Rhodinbildung von dem Substitutionsort der Methylgruppe 
bot nun die Méglichkeit, den Sitz der Benzoxygruppe bei Benz- 
oxy-mesoporphyrin-dimethylester zu ermitteln. Dieses verhielt 
sich trotz vielfacher Anderung der Versuchsbedingungen negativ. 
Ks trat lediglich Verseifung der Propionsiiuren und Abspaltung 
des Benzoylrestes ein. Aus diesem Verhalten wire zu schlieBen, 
daB der Benzoxyrest in y-Stellung eingetreten sein muB. Das 
gleiche Verhalten ‘zeigt merkwiirdigerweise auch Benzoxy-kopro- 
perphyrin-tetramethylester. Da in diesem Porphyrin nur eine 
Propionsiureseitenkette in Nachbarstellung zum Benzoxyrest steht, 
sollte man erwarten, daB eine der drei iibrigen Propionsiuren den 
Ringschlu8 zum Rhodin eingehen wirde. Das war jedoch nicht 


“) H. Fischer, A. Treibs u. J. Helberger, Liebigs Ann. 466, 254 
(1928); H. Fischer u. J. Ebersberger, Liebigs Ann. 509, 26 (1934); 
H. Fischer, W. Siedel u. Le Thierry d’Ennequin, Liebigs Ann. 500, 
187 (1933). 
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der Fall, denn nach der Benzoylierung des hierbei entstandenen 
Oxykoproporphyrins wurde spektroskopisch unveriindertes Benzoxy- 
koproporphyrin zuriickerhalten. Auch alkalilésliches Oxy-kopro- 
porphyrin verhielt sich negativ. Demnach scheint die Hydroxyl- 
gruppe allein als ms-Substituent fiir das Ausbleiben der Rhodin- 
reaktion verantwortlich zu sein. Vielleicht besteht ihr EintluB 
nur in einer hemmenden Wirkung, die die Ausbeute an Rhodin 
auf einen Bruchtei! herabsetzt. Diese Frage bedarf einer weiteren 
Klarung durch Anwendung gréBerer Mengen an Benzoxy-porphyrin. 
DaB sogar eine Rhodinbildung an Porphyrinen mit angegliedertem 
isocyclischen Ring méglich ist, wurde schon frither am Iso- 
desoxophyllerythrin gezeigt, welches bereits mit konzentrierter 
Schwefelsiiure das entsprechende Rhodin, ein Porphyrin mit zwei 
isocyclischem Ringen bildet'**), Der isocyclische Fiinfring des 
Iso-desoxophyllerythrins iibt also keinen hemmenden Einflub auf 
die Rhodinbildung aus und ist beziiglich seines ms-Substituenten 
mit Phylloporphyrin vergleichbar. Eine zwei- oder mehrfache 
Rhodinbildung bei der Darstellung von Koprorhodin aus Kopro- 
porphyrin I-tetramethylester konnte bisher nicht beobachtet werden. 
Auch durch Ausdehnung der Rhodinreaktion auf krystallisiertes 
Koprorhodin unter verschiedenen Bedingungen ergab nur unver- 
indertes Ausgangsmaterial. Ein 2. Ketonring war nicht entstanden, 
obgleich das Beispiel des Iso-desoxophyllerythrins die Existenz- 
méglichkeit von Porphyrinen mit zwei isocyclischen Ringen be- 


weist. Will man nicht die Annahme machen, daB nur ein an-— 


gegliederter Fiinf- und Sechsring, nicht aber zwei Sechsringe am 
Porphinkern méglich sind, so wire das Verhalten des Kopro- 
rhodins durch den Kinflu8 der Ketogruppe in ms-Stellung zu 
erkliren. Hier ergibt sich beziiglich der hemmenden Wirkung 
der Hydroxylgruppe anscheinend eine Beziehung zu Oxy-kopro- 
and Oxy-mesoporphyriv. Um diesen KinfluB auszuschalten, wurde 
versucht, Koprorhodin mit Ameisensiiure-Palladium®) zum Desoxo- 
koproihodin zu hydrieren. Hierbei trat weitgehende Zerstirung 
ein, ohne da8 auch nur Spuren von Reduktionsprodukten beob- 
achtet werden konnten. Die bisherigen Befunde, besonders am 
Benzoxy-koproporphyrin und am Koprorhodin zeigen, daB die 
Rhodinreaktion nicht eindeutig positiv ausfallt, wenn der ms-Sub- 
stituent eine Hydroxyl- oder Ketogruppe darstellt. Beiden gemein- 
sam aber scheint der stérende KinfluB des Sauerstoffatoms auf 
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die Rhodinbildung zu sein. Aus diesem Grunde kommt der oben 
angedeuteten Méglichkeit, den Sitz der Benzoxygruppe im Benzoxy- 
mesoporphyrinester mit Hilfe der Rhodinreaktion zu bestimmen, 
keine uneingeschrankte Bedeutung zu. 

Spektroskopisch ist Benzoxy-mesoporphyrin identisch mit 
Benzoxy-koproporphyrin und zeigt wie dieses Phylloporphyrin- 
ahnlichen Befund. Auch hier hat, wie bei der y-Methylierung 
des Pyrroporphyrins, die ms-Substitution den gleichen spektro- 
skopischen Etfekt hervorgerufen. Bei der katalytischen Hydrierung 
in Kisessig wird nach Reoxydation nur Ausgangsmaterial erhalten. 
Mesoporphyrin war nicht entstanden. Dagegen konnte durch 
katalytische Reduktion in heiBer Ameisensiure Mesoporphyrin und 
Oxy-mesoporphyrin erhalten werden. Der Benzoylrest muB also 
teilweise abgespalten worden sein. Die Hauptmenge des Aus- 
gangsmaterials war jedoch unverindert. Kine Abspaltung von 
Benzoesiure aus dem bei der Hydrierung entstehenden Porphy- 
rinogen findet also im wesentlichen nicht statt. 

Gegen gesittigten methanolischen Chlorwasserstoff erwies sich 
Benzoxy-mesoporphyrinester yollig stabil. Dagegen verlief die 
Verseifung des Benzoylrestes quantitativ mit Natriummethylat. 
wobei zur Vermeidung von weiterer Oxydation unter Stickstofi 
gearbeitet wurde. Die alkalische Lésung wurde sofort mit 4°/,iger 
Salzsiure angesiiuert und der Farbstoff durch vorsichtiges Neu- 
tralisieren in Ather tibergefiihrt. Wegen der groBen Lichtempfind- 
lichkeit muB die Verseifung unter Lichtausschlu8 und das Auf- 
arbeiten in diffusem Tageslicht vorgenommen werden. Da ein 
Teil des Esters durch das Alkali verseift war, wurde mit Diazo- 
methan nachverestert. Hierbei trat jedoch schon nach weniger 
Minuten eine totale Umwandlung des Farbstoffes ein. Die dunkel- 
blaue Lésungsfarbe wird miBfarben griinlich. Das entstandene 
Produkt besitzt kein Spektrum. Seine Reinigung und Isolierung 
konute bis jetzt nicht mit Erfolg durchgefiihrt werden. Es scheint 
eine totale Zerstérung eingetreten zu sein, denn bei Veritherung 
der Hydroxylgruppe, deren Vorhandensein durch Benzoylierung 
nachgewiesen wurde, hitte man vielleicht einen sehr iihnlichen 
spektroskopischen Effekt erwarten diirfen. Fiir die nihere Unter- 
suchung dieses Vorganges wiire das leichter zugiingliche und 
symmetriseh gebaute Oxy-koproporphyrin geeigneter. Nachdem 
sich also die Veresterung mit Diazomethan als undurchfihrbar 
erwiesen hatte, wurde sie nach Einengen der Atherlésung durch 
Istiindige Kinwirkung von 10°/,igem methylalkoholischem Chlor- 
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wasserstoff erreicht, gegen die sich das Oxy-mesoporphyrin wie 
auch alle anderen bisher erhaltenen Oxyporphyrine vollig stabil 
zeigten. Die Reinigung erfolgte durch Fraktionieren mit 2°/,iger 
Salzsiiure. Der Farbstoff konnte infolge seiner groBen Léslichkeit 
nicht in festem Zustand erhalten werden. Spektroskopisch stimmt 
er mit Oxy-koproporphyrinester véllig tiberein. Fiir die Stellung 
der Hydroxylgruppe gelten sinngemiB die bei Benzoxy-mesopor- 
phyrin angestellten Betrachtungen. 

Zur Uberfiihrung in Gallenfarbstoff sollte analog dem Kopro- 
ester-pyridinhimochromogen verfahren werden, jedoch stieB die 
Isolierung des Oxy-mesoester-chlorhiimins in Anbetracht der bei 
der Darstellung des Benzoxy-mesoporphyrinesters erwiihnten un- 
vollstiindigen Oxydation des Pyridinhimochromogens auf Schwierig- 
keiten, da entsprechend diesem Befund ein Gemisch von Meso- 
und Oxy-mesohiminester zu erwarten war. Die Trennung dieses 
Gemisches ist nicht gelungen. Der erhaltene Oxy-mesohimin- 
ester entstand nur in geringer Ausbeute und war stark verun- 
reinigt, so daB zu seiner Reindarstellung — die Vorbedingung 
zur Uberfithrung in das entsprechende Verdohimin und den 
Gallenfarbstoff — ein anderer Weg, nimlich die direkte Kin- 
fihrung von Eisen mit kochsalzhaltiger Ferroacetatlésung be- 
schritten wurde. Diese Methode wird schon seit langem in der 
Porphyrinchemie zur Darstellung von Kisenkomplexsalzen an- 
gewendet und verliuft bei geniigend langer Kinwirkung der Ferro- 
acetatlisung in Kisessig quantitativ. Bei den ersten Versuchen 
wurde das empfindliche Oxy-mesoporphyrin véllig zerstért. Die 
Darstellung des Eisensalzes gelingt jedoch in einer Ausbeute von 
40—50°/,, wenn die bis zur Lackkonsistenz eingeengte Ather- 
lésung mit einer heif filtrierten Ferroacetatlésung 30 Sekunden 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt wird. Kiirzeres Erhitzen 


bewirkt unvollstindige Umsetzung, lingeres Erhitzen totale Zer- 


stérung. Durch EingieBen in Ather wurde die Reaktion unter- 
brochen. Der Oxy-mesohiiminester konnte infolge seiner Leicht- 
léslichkeit und groBen Unstabilitit nicht weiter gereinigt werden. 
Seine Pyridinlésung ist im Gegensatz zur schmutzig braungriinen 
Farbe des oben erwihnten Gemisches leuchtend griin. Das Spek- 
trum ist mit dem des Oxy-koprohiminesters identisch. Das Maximum 
seiner Hauptabsorptionsbande liegt bei 657 my. Bereits nach 
12stiindigem Stehen der Pyridinlésung an der Luft tritt das 
Spektrum des Pyridin-verdo-parahimatins auf. Bande II und III 
haben wie die entsprechenden des Koproester - pyridin - verdo- 
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parahiimatins deutlich an Intensitit gewonnen. Auf Grund 
dieses Verhaltens sowie der milden Enteisenung, die wiederum 
Oxy-mesoporphyrinester ergibt, muB der Oxy-mesohiminester 
vorliegen. 

Waren die Aussichten fiir die Umwandlung in Gallenfarb- 
stoff infolge des unvollstindigen Oxydationsverlaufes am Meso- 
ester-pyridinhiimochromogen und der verlustreichen Darstellung 
des Oxy-mesohiminesters schon von Anfang an wenig ermutigend, 
so sollte beim Versuch zur Uberfiihrung des Oxy-mesohiiminesters 
in das Verdohimin eine Beobachtung gemacht werden, die die 
weitere Verfolgung des an Koproporphyrin vorgezeichneten Weges 
auBerordentlich erschwerte. Bei der Behandlung des Oxy-meso- 
hiiminesters mit Sauerstoff nach der bereits frither beschriebenen 
Methode§®) trat nur voriibergehend die leuchtend griine Farbe der 
Pyridinlésung auf, die ein dem Koproester-pyridin-verdo-parahi- 
matin sehr ihnliches Spektrum zeigte. Schon nach 2—-3 Stunden 
wurde die Pyridinlésung bliulich. Die Spaltung zum Gallenfarb- 
stoff durch Kochen mit 20°/,igem methanolischem Chlorwasserstoft 
lieferte jedoch nur Gallentarbstoffe von rotvioletter Farbe, wie 
sie bereits vorher bei der Oxydation des Koproester-pyridinhimo- 
chromogens beschrieben wurden. Glaukobilin konnte nicht nach- 
gewiesen werden. Die Oxydation iiber die Stufe des Pyridin- 
verdo-parahiimatins hinaus vollzieht sich hier also sehr leicht. 
Erst unter den im experimentellen Teil beschriebenen wesentlich 
milderen Bedingungen hei normaler Temperatur vollzieht sich der 
Oxydationsvorgang in gewiinschtem Sinn. Nach 70 Minuten hatte 
das Spektrum des Pyridin-verdo-parahimatins seine gréBte Inten- 
sitit erreicht und die Pyridinlésung besaB leuchtend griine Farbe. 
Bei der Umwandlung in Gallenfarbstoff konnte mit 1°/,iger Salz- 
siure Glaukobilinester extrahiert werden, wiihrend der Restiither 
wiederum die rotvioletten Farbstoffgemische enthielt. Die Mengen 
an Glaukobilinester waren sehr gering, so daB ihre Isolierung 
und Reindarstellung nicht vorgenommen werden konnte. Die Iden- 
tifizierung erfolgte durch spektroskopischen Vergleich der Fluores- 
cenzprobe mit der des Glaukobilin IXe Die Gmelinsche 
Reaktion war positiv. Dieser Weg zur Gewinnung von Gallen- 
farbstoffen scheidet also infolge seiner minimalen Ausbeute als 
praparative Methode aus. 


H. Fischer, H. Baumgartner u. R. Diese Z. 206, 201 
(1932); vgl. W. Siedel, Diese Z. 287, 8 (1935). 
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Bemerkenswert erscheint die wesentlich leichtere Oxydierbarkeit des 
Oxy-mesohiminesters, die vielleicht durch seinen unsymmetrischen Bau ge- 
fordert wird. Grundsitzliche Unterschiede gegeniiber dem symmetrisch 
gebauten Koproporphyrin | und Atioporphyrin I") bestehen nicht. Die 
leichte Oxydierbarkeit wird ihren Grund vielmehr in dem aktivierenden 
EinfluB des Komplexmetalls haben, denn auch bei den in der Chlorophyll- 
chemie zahlreich durchgefiihrten Oxydationen mit Sauerstoff in neutralem, 
saurem und alkalischem Medium haben sich bisher keine Anhaltspunkte 
fiir den Eintritt von Sauerstoff in das Kerngeriist von Porphyrinen oder 


Chlorinen ergeben. 

Besonders wichtig erschien die Ubertragung der beschriebenen 
Umsetzungen auf die Farbstoffkomponente des Blutfarbstofis, das 
Protohimin IX. Es unterscheidet sich vom Mesohiimin durch 
Ersatz der beiden Athylreste durch Vinylgruppen, so da8 dem 
Methylester des ihm zugrunde legenden Protoporphyrins die 
Formulierung (LV) zukommt. Das fir die Oxydation bendtigte 
Protoester - pyridinhiimochromogen wurde erstmalig dargestellt. 
Seine mangelnde Krystallisationsfiibigkeit verhinderte allerdings 
bisher seine analysenreine Darstellung, so daB seine Charakteri- 
sierung auf Grund seines chemischen Verhaltens erfvigte. Beim 
Lésen in kochsalzhaltigem Kisessig verschwindet das scharf aus- 
gepriigte Himochromogenspektrum, das mit dem der freien Siiure 
identisch ist*), und das Hiiminspektrum erscheiat wieder. Durch 
Lésen in warmer Eisessig—Salzsiure (1:1) wird das Eisen unter 
Bildung von Protoporphyrin augenblicklich eliminiert, ein Beweis 
fiir das Vorliegen eines zweiwertigen Kisenkomplexsalzes. Das 
erhaltene Protoporphyrin erwies sich beim Fraktionieren als villig 
rein. Meso- oder Hiimatoporphyrin konnten auch nicht spuren- 
weise beobachtet werden. Kine Reduktion oder Wasseranlagerung 
der Vinylgruppen hatte demnach nicht stattgefunden. Die Oxy- 
dation des Himochromogens wurde wie bei Mesoporphyrin mit 
3 Mol Wasserstoffsuperoxyd durchgefiihrt. Nach 12 Minuten wird 
die schmutzig braungriine Pyridinlésung mit Benzoylchlorid ver- 
setzt. Die Reinigung des Benzoxy-protoporphyrinesters erfolgte 
durch Fraktionieren mit 10°/,iger Salzsiure. Die Ausbeute be- 
trigt mit 10—13°/, (bezogen auf Ausgangsmaterial) nur etwa ein 
Drittel der Ausbeute an Benzoxy-mesoporphyrinester. Nach chro- 
matographischer Reinigung und zweimaligem Umkrystallisieren aus 
Aceton—Methanol erhalt man den Benzoxy-protoporphyrin-dimethyl- 
ester in gut ausgebildeten verwachsenen Sternchen vom Schmelz- 


) In Bearbeitung durch Herrn Dipl.-Ing. R. Janson. 
*) H. Fischer-Orth, Die Chemie des Pyrrols, Bd. IT/1, S. 385. 
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punkt 219°. Spektroskopisch zeigt er gegeniiber Benzoxy-meso- 
porphyrin die durch die Vinylgruppen bedingte Rotverschiebung, 
ist im Typ mit ihm aber identisch. Die Banden sind unschirfer 
ausgepriigt als die des Benzoxy-mesoporphyrins. Durch kataly- 
tische Hydrierung mit Palladium in Dioxan entsteht Benzoxy- 
mesoporphyrin, wie spektroskopisch nachgewiesen wurde. In 
Ubereinstimmung mit dem Ansteigen der Extraktionszahl von 
Protoporphyrin gegeniiber Mesoporphyrin steigt auch die des 
Benzoxy - protoporphyrins auf 10 gegen Benzoxy-mesoporphyrin 
mit der Extraktionszahl 4—6, eine Kigenschaft, die, wie die 
Rotverschiebung des Spektrums, allen Vinylporphyrinen gemein- 

Der zur Umwandlung in den Gallenfarbstoff erforderliche 
Oxy-protoporphyrin-dimethylester wurde wie oben beschrieben 
dargestellt. Seine Lisungsfarbe, Empfindlichkeit gegen Tages- 
licht und gegen die Behandlung mit Diazomethan stimmen mit 
den entsprechenden Kigenschaften des Oxy-mesoporphyrins iber- 
ein. Auch Oxy-protoporphyrinester konnte infolge seiner gro8en 
Léslichkeit nur in Lésung erhalten werden. Seine Extraktions- 
zahl ist 4. Das Spektrum zeigt den gleichen Typ wie Oxy-kopro- 
und Oxy-mesoporphyrin und ist ihm gegeniiber deutlich nach Rot 
verschoben. Durch Benzoylierung seiner Pyridinlésung erfolgt 
sofortiger Farbumschlag und das Spektrum des Benzoxy-proto- 
porphyrins wird sichtbar. Der Nachweis der freien Hydroxyl- 
gruppe ist also hier ebenfalls positiv. 

Unklar ist infolge des unsymmetrischen Molekiilbaus des Protoporphy- 
rins auch hier der Sitz der Hydroxylgruppe. Wie bereits angedeutet, sollte 
die Anwesenheit eines zu einer chemischen Umsetzung befihigten Seiten- 
kettensystems die Méglichkeit zu einer Reaktion mit der Hydroxylgruppe 
bieten. So wiire vielleicht unter der Voraussetzung, daB sich die Hydroxyl- 
gruppe in a@- oder §-Stellung befindet, eine Ringiitherbildung nach An- 
lagerung von Bromwasserstoff an die Vinylgruppe und nachfolgendem Austritt 
von Bromwasserstoff denkbar. Diese Méglichkeit ist nicht ausgeschlossen, 
da die Tendenz zur Bildung von angegliederten 5- und 6-Ringsystemen in 
der Chlorophylichemie hinreichend bekannt ist '*) (S. 154). Allerdings wiirde 
es sich in diesem Falle um einen cyclischen Ather handeln, dessen Existenz- 
méglichkeit bisher nicht bewiesen werden konnte, Folgende Formulierang 
miiBte dem zu erwartenden Umsetzungsprodukt (fiir eine a-stiindige Hydroxyl- 
gruppe) zukommen (VY). 

Der aus (VY) durch Wasserentzug miglicherweise zu erhaltende Vinyl- 
kérper (VI) wiire beziiglich seiner Vinylgruppenoxydation"’) im Hinblick auf 


*) H. Fischer-Orth, Die Chemie des Pyrrols, Bd. II/2, S. 229 ff. 
1) H. Fischer u. K. O. Deilmann, Liebigs Ann. 545, 22 (1940). 
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die Konstitution des Spirographisporphyrins‘‘) interessant. Hier wiirden 
allerdings die Schwierigkeiten wegen der Beschaffung des Ausgangsmate- 
rials bedeutend sein. 


CH; 
| 
HC HC 
| 
Pe? auf} 
N a N \ N or N 
V 4H VI H 


Die Gewinnung des Oxy-protohimin-dimethylesters vollzog 
sich auf dem gleichen Wege wie die des Oxy-mesohiminesters. 
Die Ausbeute betrigt hier nur zwischen 25 und 35°/, amorphen 
Materials. Die Enteisenung mit Ferroacetat-Salzsiiure ergibt Oxy- 
protoporphyrinester. Die leuchtend griine Pyridinlésung zeigt beim 
Stehen an der Luft die gleichen Verinderungen wie der Oxy-meso- 
himinester. Zur Uberfiihrung in das Verdo-parahimatin wurde 
die friiher erwihnte Methode etwas variiert, indem 1'/, Stunden 
bei 50° ein langsamer Luftstrom durch die Pyridinlésung geleitet 
wurde. Die Oxydation ist sehr schwer einheitlich zu lenken. Die 
_Pyridinlésungen zeigen stets von einander abweichende spektro- 
skopische Werte, da das entstandene Pyridin-verdo-parahimatin 
einer fortschreitenden Oxydation unterliegt. Diese Beobachtung 
stimmt mit der am Oxy-mesohiiminester gemachten iiberein. Die 
Umwandlung in den Gallenfarbstoff durch Kochen mit 15°/,igem 
methanolischem Chlorwasserstoff ergab nicht den Biliverdinester, 
sondern einen dunkelblauen Gallenfarbstoff, dessen Spektrum in 
der Fluorescenzprobe mit Jod—Zinkacetat mit dem des Glauko- 
bilin [Xe iibereinstimmte. Wahrscheinlich handelt es sich um 
das durch Methanolanlagerung an die Vinylgruppen entstandene 
Tetramethyl-himatoglaukobilin, dessen Darstellung und Kigen- 
schaften in einer weiteren Mitteilung beschrieben werden. Die 
erhaltene Menge an Gallenfarbstoff war infolge der stérenden 
Weiteroxydation des Verdo-parahimatins — es konnten auch hier 
wieder die rotvioletten Farbstoffe mit héherer Extraktionszahl 
beobachtet werden — und der schwierigen Beschaffung des Aus- 
gangsmaterials so gering, da ihre Darstellung nach dieser Methode 
kaum in Betracht kommen diirfte. 

Von besonderem Anreiz war nun die Frage, ob die Oxy- 
dationsbereitschaft der Hiimochromogene gegeniiber Wasserstoff- 


*) H. Fischer u. C. vy. Seemann, Diese Z. 242, 150 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 272 18 
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superoxyd eine spezifische Reaktion der Porphyrine ist, oder ob auch 
Derivate der Porphyrine, wie sie im Chlorophyll vorhanden sind, 
insbesondere Phorbide und Chlorine bzw. deren Eisensalze, unter 
den angegebenen Bedingungen aufspaltbar sind. Da die Chloro- 
phyllderivate optisch aktiv sind, miBte man bei positivem Ergeb- 
nis zu optisch aktiven Gallenfarbstoffen kommen, eine Frage, die 
in Hinsicht auf die Tatsache der optischen Aktivitit des Sterco- 
bilins von besonderem Interesse war. Leider sind bis jetzt alle 
Versuche, bei Chlorinen und Phorbiden die Aufspaltung zu er- 
zielen, miBlungen. Weiterhin war die Frage, wieweit die Seiten- 
ketten der Porphyrine fiir das Aufspaltungsergebnis eine Rolle 
spielen, wichtig. Deshalb wurde Rhodoporphyrin XV gewiahlt, das 
sich durch seine kernstandige Carboxylgruppe, als einem wesent- 
lichen Strukturmerkmal der Chlorophyllporphyrine, spektroskopisch 
gut charakterisiert (VII). 


a N 
Vil y H gCH 
N 


N 


H,c000-—CH, 
PSM = Propionsiiuremethylester —-CH,—CH,—COOCH,. 


Das Chlorhimin seines Dimethylesters war bereits in krystalli- 
siertem Zustand erhalten und das Spektrum des Pyridinhimo- 
chromogens beschrieben worden?’). Es konnte in gréBerem MaB- 
stab in krystallisierter Form vom Schmelzp. 195° dargestellt 
werden und enthilt 2 Mol Pyridin. Die Oxydation mit 3 Mol 
Wasserstofisuperoxyd fiihrt zu dem bekanntem Farbumschlag 
nach Griin. Nach Benzoylierung und Enteisenung wird das nicht 
umgesetzte Rhodoporphyrin mit 8°/,iger Salzsiiure entfernt und 
der Benzoxy-rhodoporphyrin-dimethylester mit 10- und 12°/,iger 
Salzsiure entzogen. Die Ausbeute betriigt 25°/, (bezogen auf 
Ausgangsmaterial). Nach chromatographischer Reinigung erscheint 
das Porphyrin in uncharakteristischen Krystallaggregaten vom 
Schmelzp. 205° In Ubereinstimmung mit Benzoxy-meso- und 
Benzoxy-protoporphyrin steigt auch hier die Extraktionszahl von 
8 auf 10—12 gegeniiber der des Ausgangsmaterials. Besonders 


*) A. Treibs u. E. Wiedemann, Liebigs Ann. 471, 197 (1929). 
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aufschluBreich beziiglich des Zusammenhanges von ms-Substitution 
und Spektrum war der Vergleich mit den Spektren der Chloro- 
porphyrine e, und e,, die sich von Rhodoporphyrin durch Ersatz 
des y-stindigen Wasserstoffatoms durch einen Methyl- bzw. Essig- 
siurerest unterscheiden. Dies wird durch den Vergleich der 
Bandenmaxima der Spektren in Pyridin—Ather verdeutlicht. 


Benzoxy-rhodoporphyrinester: 

I. 641,0; II. 580,0; IL. 543,1; IV. 506,4; End.-Abs. 438; 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, II, II; I. 
Chloroporphyrin e,*°): 

I. 633,0; IL. 584,9; III. 552,0; IV. 508,1; End.-Abs. 444; 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, I, HI; I. 
Chloroporphyrin e,*°): (S. 54.) | 

I. 632,4; II. 582,8; III. 543,6; IV. 508,6; End.-Abs. 441; 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, H, III; I. 


Diese durch visuellen Vergleich erhaltenen Zahlen zeigen die 
nahe Verwandtschaft der Spektren und lassen den Schlu8 auf 
einen gleichartigen Substitutionsvorgang zu. Dabei scheint die 
Substitutionsstelle keinen grundsatzlichen KinfluB auf den Spek- 
_ traltyp auszuiiben, wie der spektroskopische (visuelle) Vergleich 
der 4 isomeren Phylloporphyrine zeigt?!). In dieser Hinsicht gibt 
die quantitative Messung der Absorptionsspektren genauere Auf- 
schliisse 2%), 


Beziiglich der Bestimmung des Eintrittsortes des Benzoxyrestes sollte 
sich bei Benzoxy-rhodoporphyrin ebenfalls eine Umsetzungsméglichkeit der 
Hydroxylgruppe mit der Kerncarboxylgruppe ergehen, falls die Oxydation 
am y-Kohlenstoffatom erfolgt ist. Eine Laktonbil.::... der freien, vielleicht 
auch schon mit der veresterten Carboxylgruppe im Sinne der Formel (VIII) 
erscheint nicht ausgeschlossen. 


VII | | 


b 


PSM = Propionsiiuremethylester -—-CH,—CH,—COOCH,. 


2) H. Fischer u. O. Moldenhauer, Liebigs Ann. 478, 90 (1930). 

*) H. Fischer, W.Siedel u. Le Thierry d’Ennequin, Liebigs 
Ann. 500, 187 (1933). 

*) F. Pruckner, Organisch-chemisches Institut der Technischen Hoch- 
schule Miinchen, Veréffentlichung im Druck. 
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Die bei der Darstellung des Oxy-rhodoporphyrinesters"*) gemachten 
Beobachtungen sprachen allerdings gegen eine derartige Méglichkeit. 0-Lak- 
tone sind bei Chlorophyllderivaten in krystallisiertem Zustande isoliert*’) 
und zeichnen sich durch groBe Bildungstendenz aus. Ob diese Eigenschaft 
auch fiir ein y-Lakton zutrifft, dariiber lift sich noch keine Aussage machen, 
denn bis jetzt sind Porphyrine dieser Struktur nicht bekannt. Die leichte 
Bildung von y-Laktonen sollte aber die Bestindigkeit eines solchen Por- 
phyrins méglich erscheinen lassen. bE 

Die Oxydation der Pyridin-himochromogene mit Wasserstoff- 
superoxyd hat gezeigt, da sie nicht nur auf den Porphinkern 
mit dem Seitenkettensystem der Blutfarbstoffporphyrine beschrinkt 
ist. Die Ausbeute an Benzoxy-porphyrinen, die also einen Maf- 
stab fiir die Oxydierbarkeit eines Pyridin-himochromogens dar- 
stellt, zeigt deutlich den Zusammenhang von Ausbeute, Symmetrie- 
eigenschaften und Oxydationsgrad des Seitenkettensystems. Kopro- 
porphyrin I, das beide Bedingungen vollstindig erfillt, liefert — 
das Benzoxy-koproporphyrin in einer Ausbeute von 52°/, Meso- 
porphyrin (asymmetrisch, gesiittigtes Seitenkettensystem) ergibt 
32—43°/, Benzoxy-mesoporphyrin. Bei Protoporphyrin (asymme- 
trisch, ungesittigtes Seitenkettensystem) sinkt sie weiter auf 10 bis 
13°/,, um beim Rhodoporphyrin mit nur einer nicht gesittigten 
Seitenkette, der Kerncarboxylgruppe in 6-Stellung, wieder auf _ 
25°/, anzusteigen. Diese Feststellung lieB sich nun auch bei 
Benzoxy-koproporphyrinester machen. Benzoxy-koproester-chlor- 
hiimin wurde in der iiblichen Weise dargestellt und in krystalli- 
siertem-Zustande vom Schmelzp. 222° erhalten. Das entsprechende 
Pyridin-hiimochromogen, das in Sternchen von rotbrauner Farbe 
krystallisiert, besitzt den auffallend niedrigen Schmelzpunkt von 
120° Wie die Stickstoffbestimmung zeigt, enthilt es 2 Mol Py- 
ridin auf 1 Mol Eisenkomplexsalz. Die Oxydation mit 3 Mol 
Wasserstofisuperoxyd, die bereits nach 1 Minute Farbumschlag 
nach Griin hervorruft, wurde wie bei den iibrigen Pyridin-himo- 
chromogenen durchgefiihrt. Nach Benzoylierung und Entfernung 
des Kisens wird das zum gréBten Teil nicht umgesetzte Ausgangs- 
material mit 4°/,iger Salzsiure entzogen. Der Dibenzoxy-kopro- 
porphyrinester wird mit 8°/,iger Salzsiiure extrahiert. Durch Kin- 
tritt eines 2. Benzoxyrestes hat sich also die Extraktionszahl ver- 
doppelt. Das reine Porphyrin krystallisiert in kleinen, spitzen, 
zu kreisférmigen Aggregaten verwachsenen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 266° Die Ausbeute betrigt 12-—-15°/,. Hier kommt also 


**) H. Fischer, J. Heckmaier u. W. Hagert, Liebigs Ann. 505, 
232, 235 (1933). 
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auch wieder der Einfluf des unsymmetrischen Baues des Aus- 
gangsmaterials zum Ausdruck. Als Eintrittsort des 2. Benzoxy- 
restes kommen grundsiitzlich nur 2 Substitutionsméglichkeiten in 
Betracht, 
1, die symmetrische (diagonale) Substitution in y-Stellung, 
2. die asymmetrische (vicinale) Substitution in «, #-Stellung. 


Es sind somit 2 Isomere zu erwarten. 


Fiir asymmetrisch gebaute Porphyrine wie Mesoporphyrin er- 
hdht sich, wie die Betrachtung der Formel ergibt, die Anzahl der 
symmetrisch gebauten Isomeren auf zwei, die der asymmetrisch 
gebauten auf vier. Weitaus komplizierter werden die Symmetrie- 
verhiltnisse, wenn man das Porphyrinsystem mit starren Doppel- 
bindungen in der Formulierung von H. Fischer?*) (S.154) zugrunde 
legt. Hiernach ergeben sich fiir Koproporphyrin I ein symmetrisches 
(a,y baw. 8,5) und zwei asymmetrische 8-Typ“ und ,,y, d-Typ“) 
Dibenzoxy-koproporphyrine. Diese Isomeriefrage wurde bereits 
triiher bei den Diimidoporphyrinen eingehend erdértert**). DaB 
bei diesen tertiirer Stickstoff als symmetriestérender Faktor einen 
Bestandteil des 16 atomigen Ringsystems bildet, beim Dibenzoxy- 
koproporphyrin diese Rolle aber nur einem Substitutenten des 
Ringes zufillt, iindert nichts an der Problemstellung. Beiden 
Koérperklassen gemeinsam zugeschrieben wird der 16 atomige Ring 
mit starr angenommenen Doppelbindungen als Bezugssystem. 
Quantitative Messungen der vier isomeren Phylloporphyrine deuten 
auf die Existenzméglichkeit eines starren Doppelbindungssystems 
hin*), In diesem Falle wiire auch Monobenzoxy-koproporphyrin I 
nicht einheitlich. Erst die Uberfihrung in das Porphyrinogen®) 
auf katalytischem Wege wiirde infolge des Verschwindens der 
Doppelbindungen einen einheitlichen Kérper liefern. Benzoxy- 
porphyrine gegen Hydrierung mit Palladium in Kisessig stabil sind 
und bei der Reoxydation wieder das Benzoxyporphyrin ergeben, 
wurde beim Benzoxy-mesoporphyrin bereits erwihnt. 

Eine Entscheidung iiber die Struktur des Dibenzoxy-kopro- 
porphyrins auf chemischem Wege durch einen analog dem Oxy- 
meso- und Oxy-protohiminester durchzufihrenden Spaltungsvor- 
gang des Porphinringes miiBte bei einem symmetrischen Dibenz- 
oxykoproporphyrin zu einem einheitlichen Dioxypyrromethen bzw. 


4) F. Endermann u. H. Fischer, Liebigs Ann. 538, 172 (1939). 
*) H. Fischer u. K. Bub, Liebigs Ann, 530, 213 (1937); dort weitere 
Literaturangaben. 
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256 Eberhard Stier, 
Pentdyopent?®*) fiihren, wenn die Spaltung an beiden Substitutions- 
stellen erfolgt, zu einem vierkernigen, symmetrisch gebauten Gallen- 
farbstoff mit einem Sauerstoffatom, dessen Funktion dann noch 
zu bestimmen wiire, wenn die Ringéffnung einseitig unter Erhaltung 
des nicht am Spaltungsvorgang mitwirkenden Sauerstoffatoms er- 
folgt. Fir ein asymmetrisch gebautes Dibenzoxy-koproporphyrin 
gelten sinngemiB iihnliche Uberlegungen. Die Verseifung des 
Benzoxyrestes, die ebenfalls durchgefiihrt wurde, ergab zunichst 
eine blaue Farbe, die wahrscheinlich dem durch Absprengung 
zunichst eines Benzoylrestes entstandenen Monooxy- porphyrins 
yuzuschreiben ist. Nach langerer Einwirkung des Methylats wurde 
nach Uberfiihren in Ather ein hellrotes Produkt erhalten. Diese 
Versuche muBten aber infolge der schweren Zuginglichkeit des 
Ausgangsmaterials zuriickgestellt werden. _ 

Kin AufschluB iiber die Struktur des Dibenzoxy-koproporphy- 
rins scheint sich aus seinem auffallenden Spektralbefund zu er- 
geben. Das Spektrum in Pyridin—Ather weist einen stark aus- 
geprigten, dem Phylloporphyrin hnlichen Habitus auf. Die 
Banden II und IV haben bedeutend an Intensitit zugenommen, 
die der Bande III ist anniihernd gleich groB geblieben, waihrend 
Bande I auBerordentlich schwach ist. Gegeniiber Phylloporphyrin 
ist das Spektrum nicht verschoben. In einer Untersuchungsreihe 
iiber ,,Lichtabsorption und Konstitution makrocyclischer Pyrrol- 
farbstoffe* v 1 F. Pruckner?’) am hiesigen Institut wurde nun 
ein neues Ordnungssystem aufgestellt, fiir das der Zusammenhang 
des Spektralbefundes mit dem Oxydationsgrad und der Substitution 
des vierkernigen cyclischen Pyrrolfarbstoffes zur Grundlage der 
Betrachtungsweise gemacht wurde. In der IV. Mitteilung wurde 
der Kinflu8 der symmetrischen Substitution am ,0-Diimido- 
iitioporphyrin und der der asymmetrischen an dem kiirzlich von 
F, Endermann und H. Fischer*) erhaltenen a, f-Diimido- 
itioporphyrin auf die Verinderung des Spektrums verglichen. 
Als charakteristisches Merkmal wurde hier die Abnahme der 
Intensitét der Rotbande des unsymmetrischen f-Diimido- 
aitioporphyrins festgestellt. Die gleiche Beobachtung, allerdings 
schwicher, wurde bei Phylloporphyrin gemacht, das infolge der 
y-Methylgruppe, also einer ms-Substitution, stark unsymmetrischen 


8) H. Fischer u. A. Miller, Diese Z. 246, 52 (1937); H. Fischer u. 
H. v. Dobeneck, Diese Z. 262, 127 (1940). 3 

**) Z. physik. Chem. (A) 180, 321 (1937); 187, 257 (1940); 188, 41 (1941); 
IV. Mitteilung im Druck. 
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Bau besitzt. Phylloporphyrin und seine drei Isomeren, deren 
quantitative Messung deutliche Unterschiede ergab, besitzt eben- 
falls eine nur schwache Rotbande, so daB aus diesen Befunden 
der EinfluB der ms-Substitution wiederum klar hervorgeht. Jeder 
die Symmetrie verringernde Substitutionsvorgang bewirkt eine 
Erniedrigung der Rotbande. Die quantitative Bestimmung des 
Absorptionsspektrums des Dibenzoxy-koproporphyrinesters ergab 
nun, wie die Betrachtung der Absorptionskurve zeigt, eine be- 
deutende Zunahme dieses Stérungseffektes. Die Intensitit der 
BandelI und III ist gegeniiber denen des Monobenzoxykoproesters 
noch geringer geworden und betriigt nur etwa die Hilfte. Aus 
diesen Beobachtungen ist nun mit Sicherheit zu schlieBen, dab 
im Dibenzoxy-koproporphyrinester das unsymmetrisch gebaute 
Porphyrin vorliegt. Diese Kntscheidung aber ist wichtig fiir eine 
auf chemischem Wege durchzufiihrende Konstitutionsaufklairung, 
wird doch infolge dieses Hinweises die Aufmerksamkeit bei der 
Isolierung von Spaltprodukten besonders auf einen unsymmetrisch 
substituierten Gallenfarbstoff bzw. ein- und dreikernige Spalt- 
stiicke gelenkt. 

Um den Zusammenhang zwischen Spektralbefund und ms- 
Substitution weiter zu erhiirten, wurde nun ein Porphyrin ge- 
wihlt, das bereits einen ms-Substituenten in Form einer Methyl- 
gruppe besaB. Es war der aus Chlorophyll durch alkalischen 
Abbau leicht zugingliche Phylloporphyrinmethylester (IX), dessen 
Kisenkomplexsalz schon friiher dargestellt war*’). 


N N \ 
HC CH 


Ay 


JH, 
H, 
PSM = Propionsiuremethylester —CH,—CH,—COOCH,. 
Das Spektrum seines Pyridinhimochromogens war mit dem 
der freien Siure identisch?’), Die Substanz konnte bisher noch 


nicht in krystallisiertem Zustande erhalten werden. 
Die Oxydation mit 3 Mol H,O, verlief unter Griinfirbung. 


Benzoylierung und Enteisenung erfolgten in bekannter Weise. 


*) H.Fischer, M.Speitmann u. H. Meth, Liebigs Ann. 508, 165 (1934). 
**) A. Treibs u. E. Wiedemann, Liebigs Ann. 466, 287 (1928). 
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Nach Entfernung des nicht umgesetzten Phylloporphyrinmethyl- 
esters mit 1 und 1,5°/,iger Salzsiiure wird der Benzoxy- phyllo- 
porphyrinmethylester mit 2 und 4°/,iger Salzsiure entzogen. Die 
Extraktionszah] ist auch hier wie bei den iibrigen Benzoxy- 
porphyrinen stark angestiegen. Aus der mit heiBem Methanol 
verdringten Atherlisung erhilt man: das krystallisierte Porphyrin 
in einer Ausbeute yon 11—13°/, (bezogen auf Ausgangsmaterial). 
Sie entspricht in ihrer GréBenordnung dem Dibenzoxykopro- 
porphyrinester. Durch chromatographische Reinigung und Um- 
krystallisieren aus Chloroform—Methanol und Pyridin—Methanol 
erbilt man den Benzoxyphylloporphyrinmethylester in sehr regel- 
maig ausgebildeten facherformigen Krystallen von blaBrot durch- 
scheinender Farbe. Der Schmelzpunkt betriigt 224° (nach Sintern 
bei 210°). Das Spektrum ist gegen das von Phyllo- und Dibenz- 
oxykoproporphyrin schwach nach Rot verschoben. Im Typ ist es 
mit dem des Dibenzoxykoproporphyrins véllig identisch. Die 
Bande I, die bei Dibenzoxykoproporphyrin schon sehr geringe 
Intensitait zeigt, ist hier fast véllig verschwunden. Was die Kon- 
stitution des Benzoxy-phylloporphyrinesters anbetrifft, so ergibt 
sich die Méglichkeit fiir das Auftreten von drei Isomeren, einem 
symmetrischen und zwei asymmetrischen. Wegen der auBerordent- 
lichen spektroskopischen Ahnlichkeit mit Dibenzoxy-koproporphyrin- 
ester und der dort angefiihrten Begriindung fir seine Zuordnung 
als asymmetrisches ms-Substitutionsprodukt fillt auch fiir Benz- 
oxy-phylloporphyrinester die Entscheidung zugunsten der asym- 
metrischen Formulierung.- Wie die Betrachtung der Strukturformel 
ergibt, sind fiir Benzoxy-phylloporphyrinester infolge des unsym- 
metrischen Baues des Phylloporphyrins unabbhingig von der An- 
nahme eines starren Doppelbindungssystems des 16 atomigen Ringes 
zwei Isomere (7,8 und y,0) méglich. Eine genaue Bestimmung 
des Kintrittortes des Benzoxyrestes war bisher nicht médglich. 
Der Vergleich der Spektren des Dibenzoxy-koproporphyrins und des 
Benzoxy-phylloporphyrinmethylesters zeigt also, daB nicht die Art 
des Substituenten, sondern die der Substitution der den Spektral- 
typ?*) bestimmende Faktor ist. 

Die Verseifung des Benzoxy-phylloporphyrinmethylesters mit 
verdiinnter Natriummethylatlésung ergab Oxyphylloporphyrinester, 
der sich wie alle anderen Oxyporphyrine mit blauer Farbe in 


“) H. Fischer u. W. Klendauer, Liebigs Ann. 547, 123 (1941); 
H. Fischer u. E. Dietl, Liebigs Ann. 547, 236 (1941); H. Fischer u. 
J. Mittermair, Liebigs Ann. 548, 147 (1941). 
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Ather lést. Sein Spektrum ist sehr unscharf, und besonders auf- 
fallig ist die groBe Intensitiit der Bande I. Die Messung mub 
schnell durchgefiihrt werden, da sich das Porphyrin bei der Be- 
lichtung schon nach wenigen Minuten veriindert. Bei der Benzoy- 
lierung wird, wie spektroskopisch nachgewiesen werden konnte, 
das Ausgangsmaterial zuriickerhalten. 


Die Gelegenheit beniitze ich zur Mitteilung einiger auf dem- 
selben Gebiet liegender Versuche, die Friulein Klara Gang! durch- 
gefiihrt hat®), Friiher®!) wurde beim Erhitzen von Atioxantho- 
porphinogen mit Bromwasserstoff unter Druck ein Porphyrin be- 
obachtet, das sich in Lisung durch priichtige blaue Farbe und 
intensive Rotfluorescenz auszeichnete. Es war au8Serordentlich 
lichtempfindlich. Auf Zusatz von Benzoylchlorid zur Pyridinlésung 
erfolgte spontan Farbumschlag nach Rot. Auf Grund dieser Kigen- 
schaften und seiner spektralen Erscheinungen muf es in die Gruppe 
der Oxyporphyrine eingereiht werden. Die weitere Bearbeitung 
hat Herr Janson iibernommen, der auch mit den Umsetzungen 
von Atioporphyrin I im oben erwihnten Sinne beschiftigt ist. 

Ubertragen wurde die Untersuchung auf Koproxanthoporphi- 
nogen. Hier konnten die Bedingungen dee Isolierung noch nicht 
ermittelt werden. Kntweder trat vollkommene Zerstérung ein oder 
bei Anwendung milder Bedingungen wurde das Ausgangsmaterial 
zuriickerhalten. Die Einwirkung von Bromwasserstoff—Lisessig, 
die bereits friiher untersucht worden war?*!), ergab nach Auf- 
arbeitung iiber Ather ein dunkelblaues Porphyrin, das sehr licht- 
empfindlich war und auch in seinen iibrigen Higenschaften, dem 
aus Koproester-pyridin-hiimochromogen erhaltenen Oxy-kopro- 
porphyrinester’) sehr ibnelte. Es wird so wie dieses durch 
Diazomethan zerstért. 

Mesoxanthoporphinogen lieferte ein schén krystallisiertes Oxy- 
porphyrin, und zwar in besserer Ausbeute als Atioxanthoporphyri- 
nogen. Auch ist es weniger lichtempfindlich als das Oxyitio- 
porphyrin, was auch mit friiheren Beobachtungen iibereinstimmt*?). 
Das Oxy-mesoporphyrin IX krystallisierte schén in prichtig blauen 


 Prismen. Die Analyse ergab in bezug auf den Kohlenstoff keine 


gut stimmenden Werte. Deshalb wurde die Veresterung durch- 


8°) Dissertation Klara Gangl, Techn. Hochschule Miinchen 1941. 

3!) H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. 457, 237 (1928). 

3%) Vgl. H. Fischer u. M. Dirr, Liebigs Ann. 501, 107 (1933); 
H. Fischer u. H. Bock, Diese Z. 255, 1 (1938). 


7 
2 
: 
| 
“pag 
4 
R 
fer 
i 
é ‘| 
1 
A 
Be 
| 
i 
h 
‘ 
‘ 
| 
hele 


260 Eberhard Stier, 


gefiihrt. Wie oben bereits beim Oxy-koproporphyrin beschrieben, 
ging beim Verestern mit Diazomethan die schéne blaue Farbe 
in miffarbenes Griin tiber. Beim Stehen am Licht nahmen die 
pyridinischen Liésungen einen braunroten Farbton an, wihrend 
in Kisessig Ergriinung eintrat. Letztere ergab manchmal, aber 
nicht immer, positive Gmelinsche Reaktion, was auf Aufspaltung 
zum Gallenfarbstoff hindeutet. Glatt ging dagegen die Veresterung 
mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff. Die Analyse ergab sehr 
gut stimmende Zahlen auf Oxy-mesoporphyrin-dimethylester. Auch 
die Benzoylverbindung wurde in krystallisiertem Zustand erhalten. 
Diese Tatsachen beweisen, daB die auf diesem Weg erhaltene 
Substanz mit der aus dem Pyridin-himochromogen (vgl. S. 243) 
nur in Lisung erhaltenen nicht identisch sein kann. Vielleicht 
handelt es sich um ein einheitliches Substitutionsprodukt von 
den vier mdglichen Isomeren. 

Es kann also keinem Zweifel unterliegen, daB von den Xantho- 
porphinogenen aus man ebenfalls sowohl zu @-Oxyporphyrinen, 
wie zu Gallenfarbstoffen kommen kann und damit ist eine weit- 
gehende Bestitigung der Konstitution der Xanthokérper gegeben, 
daB nimlich der Sauerstoff an den «-Methingruppen sitzt. Die 
Untersuchungen werden weiter fortgesetzt. H. Fischer. 


Der Justus Liebig-Gesellschaft sei gedankt fiir finanzielle Unter- 


stiitzung. 
ersuche 


Koproglaukobilin I-tetramethylester aus der Mutterlauge des 
Oxykopro I-esterchlorhamins. Die bei der Darstellung von Oxy-kopro- 
I-esterchlorhiimin') erhaltene Mutterlauge (5°/,ige methanolische Salzsiure) 
wird in 2 Liter Ather gegossen. Mit 0,5°/,iger Salzstiure wird der Kopro- 
glaukobilinester entzogen und in frischen Ather iibergefiihrt. Nach Neutral- 
waschen und Einengen krystallisiert der Farbstoff aus. Zur Reinigung wird 
dreimal aus Aceton—Methanol extrahiert. Schmelzp. 202°. Mischschmelzpunkt 
mit reinstem Material vom Schmelzp. 208° betrigt 202° Das im Restither 
verbleibende braunrote Farbstoffgemisch konnte durch Fraktionieren und 
Chromatographieren nicht getrennt werden. 


Uberfihrung von Koproesterverdohimin in Koproporphyrin I- 
tetramethylester. 100 mg Koproesterverdohimin werden in einem 50 ecm- 
Schliffkolben in 20 cem 100°/,iger Ameisensiiure gelést. Nach Zugabe von 
40 mg Palladium leitet man 4 Stunden bei 70—75° einen langsamen Wasser- 
stoffstrom hindurch. Dann wird die tiefblaue Lésung vom Katalysator 
dekantiert und in 0,5 Liter Ather iibergefiihrt. Man liBt 12 Stunden zur 
Reoxydation stehen, wischt die Ameisensiure mit viel Wasser und 0,5 n- 
Natronlauge aus und fraktioniert. Mit 0,5 und 0,8°/,iger Salzsiiure laBt sich 


) Diese Z. 265 (1940), und zwar S. 204, 2. Absatz. 
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viel Koproglaukobilinester entzichen. Schmelzp. 202°. Mischschmelzpunkt 
mit Analysenmaterial vom Schmelzp. 208° betriigt 202°. Mit 1°/,iger Salzsiure 
wird eine Zwischenfraktion bis zur vollstindigen Entfernung des Gallen- 
farbstoffs entnommen. Mit 3°/,iger Salzsiure entzieht man reinen Koproester, 
der wegen Mangel an Substanz nur spektroskopisch identifiziert werden konnte. 


Gewinnung rotvioletter Farbstoffe durch Oxydation des Kopro- 
ester-pyridinhamochromogens mit Wasserstoffsuperoxyd-Sauerstoff. 
461 mg (0,5/1000 Mol) Koproester- pyridinhiimochromogen wurden nach be- 
kannter Vorschrift’) (S. 204) mit 3 Mol H,O, bei 55—60° oxydiert. Nach 
Unterbrechen des Stickstoffstroms wird bei der gleichen Temperatur 4 Stunden 
eit langsamer Sauerstoffstrom durch die Lisung geleitet. Dabei schligt die 
Farbe allmihlich iiber ein anfiinglich tiefes Griin in ein schmutziges Violett 
um. Das Pyridin wird im Vakuum bei 55—60° zur Trockene eingeengt 
und der Riickstand in 100 cem 20°/,igem methanolischem Chlorwasserstoff 
1/, Stunde zum Sieden erhitzt. Nach Uberfiihren in 2 Liter Ather wird mit 
0,5°/,iger Salzsiiure eine in Salzsiiure tief violettstichige Vorfraktion entzogen, 
die kein Koproglaukobilin enthielt. Mit 2- und 4°/,iger Salzsiiure entnimmt 
man Zwischenfraktionen, mit 8-, 10- und 12°/,iger Salzsiure extrahiert man 
die Hauptmenge eines Farbstoffs, der rotorange Atherlésungsfarbe besitzt. 
Die salzsaure Lésung ist blauviolett. Nach Einengen des Athers wird die 
nunmebr rotviolette Thien in Aceton aufgenommen und an Aluminiumoxyd 
chromatographisch gereinigt (Aceton—Ather 1:3). Alle Krystallisationsversuche 
an diesem sehr leicht léslichen Farbstoff waren vergeblich. Das Spektrum 
seines rotfluorescierenden Zinkkomplexsalzes ist identisch mit dem des 

a-Benzoxy-kopro I-esterchlorhamin. 0,5 g Ferrum reductum werden 
in 250 cem Eisessig gelést und hei’ in ein 500 eem-Becherglas filtriert. Man 
erwirmt bis zum schwachen Sieden, gibt 5 cem gesiittigte Kochsalzlisung 
zu und gieBt unter Umriihren die heiBe Lésung von 3 g Benzoxy-kopro- 
porphyrinester in 30 eem Chloroform ein. Dabei wird das Chloroform 
gréBtenteils verdampft. Man li8t 48 Stunden stehen und filtriert ab. Nach 
mehrmaligem Auswaschen mit heiBer 50°/,iger Essigsiure und heiBem desti- 
liertem Wasser wird mit Methanol, zum Schlu8 mit Ather gewaschen. Aus- 
beute 2g. Durch Einengen auf '/, des urspriinglichen Volumens erhilt 
man nach 3tigigem Stehen nochmals 450mg. Dieses Produkt wird nach 
Uberfiihren in das Pyridin-himochromogen auf Dibenzoxy-koproporphyrin- 
ester verarbeitet. Zur Analyse wird das Eisensalz einmal aus Chloroform- 
Kisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 222°. 

4,112 mg Subst. (bei 80° i. Hochy. getr.): 0,219 cem N, (20°, 726 mm). 

C,,Hyg0,).N,FeCl (920,18) Ber. N 6,09 Gef. N 5,92. 


Spektrum in Pyridin: 

I. 553,9—-543,6; II. 534,7—513,2;  End-Abs. 467. 
548,8 524,0 

Reihenfelge der Intensititen: I, II. 

Das Spektrum ist sehr unscharf. 


a-Benzoxy-kopro I-ester-him. 2g Benzoxy-koprohiminester werden 
in 20 cem Pyridin gelést und bei 60° mit 6 cem einer Lisung yon Hydrazin- 
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hydrat-Wasser (1: 10) versetzt. Man lift 5 Minuten stehen und gibt dann | 


10 cem heiBes, ausgekochtes Wasser zu. Nach dem Abkiihlen wird 1 Stunde 
in Eis stehen gelassen, abfiltriert, mit ausgekochtem Wasser gewaschen und 
iin Vakuumexsiccator iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausbeute: 2,2 g. 
Zur Analyse wird 3mal aus Pyridin-Wasser umkrystallisiert. Gelbrote, 
spitz auslaufende Krystallplatten, die zu Sternchen verwachsen sind. Rot- 
brauner Oberfliichenglanz. Schmelzp. 120—125° durchgeschmolzen. 


4,052 mg Subst. (bei 40° im Hochy. getr.): 9,418 mg CO,, 1,872 mg H,0, 
0,360 mg Fe,O,. — 3,975, 2,918 mg Subst.: 0,272 (23°, 722 mm), 0,196 (23°, 
726 mm) cem N,. — 3,780, 2,284 mg Subst.: 4,98, 3,01 cem n/50 Na,S,0,. 


C,,H,.0,,.N,Fe Ber. C 63,80 H 5,47 N 6,33 Fe 6,31 O 18,08 
(884,73) Gef. ,, 63,38 ,, 5,17 , 7,50 ., 621 ,, 17,56 
” ” 7,40 ” 17,56. 


Wie die Analyse zeigt, handelt es sich nicht um eim Pyridin-himo- 
chromogen, sondern um ein Him. 
Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazin : 
I. 555,4—542,9; II. 530,4—506,0; III. 480,6 (sehr sechwach); 
549,2 518,2 
End-Abs. 445. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, I, 


Dibenzoxy-koproporphyrinI-tetramethylester. 250 mg (0,25/1000 Mol) 
Benzoxy-koproester-pyridin-himochromogen werden in 50 cem Pyridin gelést 
und bei 55—60° im N,-Strom mit 2,5 cem 1°/,iger H,O,-Lésung in Pyridin 
(3 Mol) oxydiert. Bereits nach 1 Minute ist die Pyridinlésung von dem ge- 
bildeten Oxykérper griin gefiirbt. Nach 12 Minuten wird mit 1 cem Benzoyl- 
ebhlorid versetzt. Hierbei schliigt die Farbe nach Rotbraun um. Nach 
Abdestillieren des Pyridins im Vakuuin bei 55—60° wird der Riickstand in 
50 cem Eisessig gelést und in eine im Stickstoffstrom auf 40° abgekiiblte 
Lésung von 200 mg Ferrum reductum in 150 cem Eisessig gegossen. Dann 
wird sofort mit 15 eem konzentrierter Salzsiiure versetzt und nach 1 Minute 
in 3 Liter Ather gegossen. Nach Auswaschen des Eisessigs mit Wasser und 
verdiinnter Natronlauge wird nicht umgesetztes Material mit 4°/,iger HCI 
entfernt. Dann entzieht man so lange mit 5°/,iger HCl, bis eine in Ather 
getriebene Probe das Spektrum des reinen Dibenzoxykérpers zeigt. Mit 
$°/,iger HCl wird die Hauptmenge des Dibenzoxyporphyrins entzogen und in 
2 Liter frischen Ather iibergefiihrt. Nach Einengen des Athers auf ein 
kleines Volumen krystallisiert das Porphyrin aus. Zur Analyse wird einmal 
aus Chloroform-Methanol, einmal aus Pyridin-Methanol umkrystallisiert. 
Kleine spitze Nadeln, die zu kreisférmigen Aggregaten verwachsen sind. 
Schmelzp. 266° nach Sintern bei 200% Ausbeute 12—15%,. 


3,561 mg Subst. (bei 80° i. Hochy. getr.): 8,825 mg CO,, 1,807 mg H,0. — 
3,715 mg Subst.: 0,149 eem N, (19°, 726 mm). 
(951,00) Ber. C 68,04 H5,72 N 5,89 
Gef. ,, 67,98  ,, 5,68 
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Spektrum in Pyridin—Ather: 


I. 633,6 (Max.); II. 603,8... 594,3-—573,4; IIT. 540,9—-530.5; 
Max. 580,0 (gem.) 535,7 


IV. 519,3—487,0; End-Abs. 448. 
503,1 

Reihenfolge der Intensitiiten: TV, I, TU, I. 

Das Porphyrin zeigt ausgepriigten Phyllotyp mit sehr starker IV. 
und II. Bande, wiihrend Bande L. nur sehr schwach ist. Gegen Phyllo- 
porphyrin ist sie nicht verschoben. 

Neue Darstellungsmethode fiir Meso-dimethylester-pyridinhaimo- 
chromogen. 3g Mesohiiminester werden in 30 cem reinem Pyridin dureh 
Erwiirmen auf 80° gelést. Nach Abkiihlen auf 60° wird mit 8 eem Hydrazin- 
hydrat-Wasser (1:10) versetzt und 5 Minuten stehen gelassen. Dann gibt 
man 10 cem ausgekochtes Wasser von 60° hinzu und liBt 1 Stunde in Eis 
stehen. Dann wird abfiltriert, mit ausgekochtem Pyridin-haltigem Wasser 
gewaschen und im Vakuumexsiceator getrocknet. Ausbeute 3 g. 


Benzoxy-mesoporphyrin-dimethylester. 778 mg (1/1000 Mol) Meso- 
dimethylester-pyridin-hiimochromogen werden in 100 cem reiaem Pyridin 
durch Erwiirmen auf 80° geliést und nach Abkiihlen auf 60° im Stickstoff- 
strom bei 55—60° oxydiert. Man 1libt innerhalb von 4—5 Minuten 10,5 eem 
(3 Mol) 1°/,iges H,O, (1°/, H,O, als Perhydrol in reinem Pyridin gelést ent- 
haltend) eintropfen, ‘aalne ‘durch dauernde Anderung des Stickstoffdrucks 
fiir vollstiindige Durchmischung gesorgt wird. Bereits nach 3 Minuten ist 
Lésung dunkelgriin gefi irbt. Nach insgesamt 12 Minuten gibt man 
2 cem Benzoylchlorid zu. ‘Hierbei tritt infolge Hiiminbildung Farbumschlag 
nach Rotbraun ein. Das Pyridin wird im Vakuum bei 55—60° zur Trockne 
abgedampft, der Riickstand in 200 cem Eisessig gelést und in eine im Stick- 
stoff- oder Kohlensiiurestrom auf 40° abgekihlte Lésung von Ferroacetat 
(400 mg Ferrum reductum in 200 cem Eisessig) gegossen. Dann wird sofort 
mit 30 cem konzentrierter Salzsiiure versetzt und nach 1 Minute in 4 Liter Ather 
gegeben. Nach Auswaschen mit viel Wasser wird der Eisessig mit ver- 
diinnter Natronlauge entfernt, der Ather neutral gewaschen und das nicht 
umg °tzte Mesoporphyrin mit 2 Salzsiiure entfernt. Mit 3°/,iger HCl 
zieht man so lange aus, bis eine in Ather getriebene Probe das Spektrum 
des reinen Benzoxy- mesoporphyrins zeigt. Die Hauptmenge dieses Kérpers 
entzieht man mit 4- und 6°), iger, den Rest mit 8°/,iger Salzsiiure und iiber- 
fiihrt in 3 Liter Ather. Nach Neutralwaschen wird der Ather auf etwa 
50 eem eingeengt und durch siedendes Methanol verdriingt. Man 1libt 
24 Stunden stehen und filtriert ab. Ausbeute 250—350 mg. 

Zur Darstellung gréBerer Mengen vereinigt man 4 Ansiitze. Je 2 An- 
siitze werden zusammen enteisent und in insgesamt 5 Liter Ather gegossen. 
Aufarbeitung wie oben. Ausbeute 1,2--1,3 g. 

Zur weiteren Reinigung wird in Aceton gelést und mit Hilfe von 
Aluminiumoxyd chromatographiert (Aceton-Ather 1:3). Zur Analyse wird 
zweimal aus Aceton—Methano! umkrystallisiert. Schmelzp. 197-—199° (unseharf) 
nach Sintern bei 175°. 

4,050 mg, 4,321 me Subst. (bei 80°i. Hochy. getr.): 10,735 mg, 11,412mgCO,, 
2,282 mg, 2,529 mg H,O. — 3,754 mg Subst.: 0,276 cem Ny (19°, 713 mm, — 
4,094 mg Subst.: 2, 704 mg ae 
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Cy3H,gO.N, (714,37) Ber. C 72,23 H 6,94 N 7,84 20CH; 8,69 
Gef. ,, 72,29 ,, 6,30 ,, 8,06 
” ” 72,03 6,55 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
1.630,3—625,8...617,6; II. 600 (aéuBerst schwach); IT.598,0—570,4...564,5; 


6281 Max. 572.2 (gem.) 
IV. 536,6--526,2; V. 511,1—484,4; End-Abs. 448, 
531,4 497,7 


Reihenfolge der Intensitiiten: V, III, IV, I; II. 


Das Spektrum ist gegen Mesoporphyrin nach Rot verschoben und un- 
scharf. Gegen y-Methyl-mesoporphyrin ist es stark nach Blau verschoben 
und im Spektraltyp mit ihm nicht identisch. Gegen Phylloporphyrin ist 
es nach Blau verschoben und zeigt im Spektraltyp villige Ubereinstimmung 
mit ihm. Mit Benzoxy-koproporphyrin besteht véllige Identitiit. 


Zinkkomplexsalz des Benzoxy-mesoporphyrin -dimethylesters. 
100 mg Benzoxy-mesoporphyrin-dimethylester werden in 10 cem Aceton ge- 
lést, mit 10 cem Zinkacetatlésung in Methanol versetzt und 30 Minuten unter 
RiickfluB gekocht. Nach Aufarbeiten iiber Ather wird dieser eingeengt und 
dureh Zugabe von heiBem Methanol verdriingt. Nach 2maligem Umkry- 
stallisieren aus Aceton-Methanol zeigt das Komplexsalz den Schmelzp. 232°. 
Schlecht ausgebildete Krystallaggregate von rotbrauner Farbe. . 

3,872 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 9,566 mg CO,, 2,008 mg H,0, 
0,382 mg ZnO. 

CysH,,O,N,Zn (778,19) Ber. C 67,91 H 5,70 Zn 8,40 

Gef. ,, 67,38 » 5,80 
Spektrum in Pyridin—-Ather: 
I. 588,6—574,0; II. 560,9—529,7; ‘III. 508,0 schwach); 


581,3 545,3 
End-Abs. 433. 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, I; III. 

Katalytische Hydrierung des Benzoxy-mesoporphyrin-dimethy]l- 
esters. a) in Eisessig: 30 mg Benzoxy-mesoporphyrin-dimethylester werden 
in 10 cem Eisessig gelést und mit 30 mg Palladium 1 Stunde bis zur Leuko- 
verbindung hydriert. Nach Abdekantieren vom Katalysator und 24stiindiger 
Reoxydation ergibt die Fraktionierung nur Ausgangsmaterial. Mesoporphyrin 
war nicht entstanden. 

b) in Ameisensiiure: 50 mg Benzoxy-mesoporphyrin-dimethylester 
werden in 15 cem 100°/,iger Ameisensiure gelést und im Schliffkolben mit 
20 mg Palladium 5 Stunden bei 60° im Wasserstoffstrom hydriert. Nach 
Abdekantieren vom Katalysator und 24stiindiger Reoxydation ergibt die 
Fraktionierung mit 0,5°/,iger Salzsiiure Oxy-mesoporphyrinester, der an 
peer tiefblauen Farbe, Spektrum und Lichtempfindlichkeit erkannt wurde. 

2-und 3°/,ige Salzsiure entzog wenig Mesoporphyrinester, mit 4- und 6°/,iger 
konnte als Hauptmenge unveriinderter Benzoxy- ietiiiaincttis dimethylester 
zuriickgewonnen werden. 


Oxy- mesoporphyrin- dimethylester. 800 mg Benzoxy-mesoporphyrin- 
dimethylester werden in 50 cem Dioxan gelést und mit 150 cem heiBem 
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Methanol versetzt. Nach Zugabe yon 2g Natrium in mehreren Anteilen 
erhitzt man 1 Stunde unter LichtausschluB, im Stickstoffstrom zum Sieden. 
Dann wird in 3 Liter Ather gegossen und mit 4°/, iger Salzsiure bis zur kongo- 
sauren Reaktion durchgeschiittelt. Nach vorsichtigem Zugeben yon 0,5n 
Ammoniak wird das zum Teil verseifte Porphyrin in denselben Ather zuriick- 
getrieben. Nach Neutralwaschen wird der Ather fast bis zur Trockne ein- 
geengt und das Porphyrin in 25 eem etwa 10°/,igem methylalkoholischem 
Chlorwasserstoff gelést. Nach 1 Stunde ist, wie die Priifung auf Alkaliunlés- 
lichkeit zeigt, die Veresterung beendet. Der Farbstoff wird in 2 Liter Ather 
iibergefiihrt und mit 2°/,iger Salzsiure vmfraktioniert. Das Uberfiihren in 
frischen Ather erfolgt mit gesiittigter Natriumacetatlésung. Die iiberschiissige 
Essigsiure wird in 0,2 n- Sodalésung entfernt und der Ather neutral gewaschen. 
Alle Versuche, das Porphyrin in krystallisiertem Zustande zu erhalten, waren 
bisher ergebnislos. Nach lingerem Stehen am Tageslicht tritt ebenso wie 
bei der Einwirkung von iitherischer Diazomethanlésung Zerstérung ein. Das 
Spektrum in Ather ist mit dem des Oxy-koproporphyrinesters identisch. 


Uberfiihrung von Oxy-mesoporphyrin-dimethylester in Benzoxy- 
mesoporphyrinester-dimethylester. Der aus 50 mg Benzoxy-mesopor- 
phyrin-dimethylester erhaltene Oxy-mesoporphyrin-dimethylester wird in 
2 cem Pyridin gelést und mit einigen Tropfen Benzoylchlorid versetzt, Es 
tritt sofort Farbumschlag nach Rot ein und das Spektrum des Benzoxy- 
mesoporphyrins wird sichtbar. Nach Aufarbeiten iiber Ather und einmaligem 
Umkrystallisieren schmilzt das Porphyrin bei 192°. Mischschmelzpunkt mit 
Material anderer Darstellung vom Schmelzp. 197—199° betrigt 192°. 


Oxy-mesohamin-dimethylester. Der aus 200 mg Benzoxy-mesopor- 
phyrin-dimethylester erhaltene Oxy-mesoporphyrin-dimethylester wird nach 
Einengen der Atherlésung bis zur Trockene sofort mit 30 cem einer heif 
filtrierten Liésung von Ferroacetat-Kochsalz versetzt und 30 Sekunden auf 
dem siedenden Wasserbad erhitzt. Hierbei tritt unter Komplexsalzbildung 
Farbumschlag nach Braun ein. Dann wird sofort in 3 Liter Ather gegossen. 
4 Ansiitze zu je 200 mg werden zusammen aufgearbeitet. Nach Ausschiit- 
teln der Atherlésung mit 2n-HCl zur Beseitigung geringer Spuren von Por- 
phyrin wird der Eisessig mit 0,5n-Ammoniak entfernt, die rotbraun gefiirbte 
Atherlésung neutral gewaschen und auf 25 cem eingeengt. Der Ather wird 
durch Zugabe von heifem Methanol verdampft und die Lésung nach 
24 stiindigem Stehen im Eisschrank yom Oxy-mesohiiminester abfiltriert. Der 
Niederschlag wird so lange mit Methanol gewaschen, bis es wasserklar ab- 
tropft. Die Ausbeute schwankt zwischen 40 und 50°/,. Um die angegebene 
Ausbeute regelmiBig zu erzielen, miissen die Bedingungen sehr genau ein- 
gehalten werden. Das erhaltene Eisensalz konnte infolge seiner groBen 
Empfindlichkeit nicht in reinem Zustande krystallisiert erhalten werden. 
Bei der Entfernung des Eisens mit Ferroacetat-Salzsiiure wird Oxy-meso- 
porphyrinester neben Zersetzungsprodukten von brauner Farbe erhalten. 


Spektrum in Pyridin (Griine Lésungsfarbe): 
I. 670—644; II. 534—527; IL bei 500 (auBerst schwach); End- 
657 530,5 


Abs. 470. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, HI. 
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Das Spektrum ist mit dem des Oxy-koproesterchlorhimins identisch. 
Bande I ist sehr intensiv, II und III sind sehr schwach. 


Spektrum nach 12stiindigem Stehen der Pyridinlésung an der Luft: 
I. 674—636; II. 535—526; III. 504—498; End-Abs. 460. 


655 530,5 B01 
Reihenfolge der Intensititen: I, II, II. 
Bande II und III sind deutlich hervorgetreten und charakteristisch 
fiir den Ubergang in das Pyridin-verdo-parahimatin. 


Uberfiihrung des Oxy-mesohimin-dimethylesters in Gallenfarb- 
stoff. 50mg Oxy-mesohimin-dimethylester werden in einem 25 cem Erlen- 
meyerkolben in 5cem Pyridin gelést und unter hiufigem Umschiitteln 
70 Minuten bei normaler Temperatur stehen gelassen. Nach dieser Zeit hat 
das Spektrum des Pyridin-verdo-parahiimatins seine gréfte Intensitat erreicht. 
Dann wird im Vakuum bei 50° bis zur Lackkonsistenz eingeengt und der 
Riickstand in 30 cem 15°/,iger methanolischer Salzsiure 20 Minuten zum 
Sieden erhitzt. Nun wird in Ather iibergefiihrt und mit 1°/,iger Salzsiure 
der Glaukobilinester entzogen. Im Restither befindet sich ein kompliziertes 
Gallenfarbstoffgemisch, dessen Trennung durch Zerlegung in verschiedene 
Salzsiiurefraktionen und deren anschlieBende chromatographische Reinigung 
ohne Erfolg war. Auch der Glaukobilinester konnte trotz wiederholter 
Adsorption an Aluminiumoxyd nicht in krystallisiertem Zustande erhalten 
werden. Durch Uberfiihrung in das Zinkkomplexsalz konnte ebenfalls keine 
Krystallisation erzielt werden. Das Spektrum der Fluorescenzprobe ist mit 
dem des aus Bilirubin erhiiltlichen Glaukobilin identisch. Die Gmelinsche 
Reaktion ist positiv. Es wurden mehrere Versuche gemacht durch Ver- 
kiirzung der Oxydationszeit bessere Ausbeuten an Glaukobilinester zu er- 
zielen. In allen Fiillen jedoch entstand das Farbstoffgemisch von héherer 
Salzsiiurezahl. 


Proto -dimethylester-pyridin-hamochromogen. 5 ¢ Protohiimin- 
dimethylester werden in 50 cem Pyridin gelést und nach Abkiihlen auf 60° 
mit 10 eem einer Lisung von Hydrazinhydrat—Wasser (1: 10) versetzt. Nach 
5 Minuten wird mit 25 cem ausgekochtem destilliertem Wasser von 60° ver- 
setzt. Dann 1iBt man abkiihlen, 1 Stunde in Eiswasser stehen und filtriert 
ab. Der Niederschlag wird mehrmals mit pyridinhaltigem, ausgekochtem 
destilliertem Wasser gewaschen und im Vakuumexsiccator iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. Ausbeute: 5,3 g. 

Die Substanz konnte bisher nur in teilweise krystallisiertem Zustand 
erhalten werden. Durch Lésen in heifem Eisessig-Salzsiure (1:1) wird 
das Eisen entfernt. Die Fraktionierung ergibt spektroskopisch reines Proto- 
porphyrin. Meso- oder Hiimatoporphyrin konnte nicht gefunden werden. 
Es hat also bei der Darstellung weder Reduktion noch Wasseranlagerung 
an die Vinylgruppe stattgefunden. Das Spektrum des Himochromoger- 
esters ist mit dem aus Hiimin erhiltlichen identisch. 


Benzoxy-protoporphyrin-dimethylester. 776 mg (1/1000 Mol) Proto- 
dimethylester-pyridin-hiimochromogen werden in 100 eem Pyridin gelést und 
wie friiher beschrieben mit-3 Mol H,O, (10,5 cem 1°/, H,O, in Pyridin) 
oxydiert. Nach 12 Minuten wird mit 2 ecm Benzoylchlorid versetzt, das 
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Pyridin im Vakuum abdestilliert und der Riickstand nach Lésen in 100 ecm 
Eisessig in bekannter Weise enteisent. Nach Uberfiihrung in 3 Liter Ather 
und Entfernung des Eisessigs mit verdiinnter Natronlauge wird nicht um- 
gesetzter Protoporphyrinester mit 6°/,iger Salzsiure entfernt. Mit 7°/,iger 
Salzsiiure wird so lange ausgeschiittelt, bis eine in Ather getriebene Probe 
das Spektrum des Benzoxy - protoporphyrinesters zeigt. Dann wird die 
Hauptmenge des Benzoxy-protoporphyrinesters mit 10°/,iger Salzsiure in 
2'/, Liter frischen Ather iibergefiihrt. Nach Wasechen und Einengen des 
Athers wird das Porphyrin durch Zusatz von heiSem Methanol zur Kry- 
stallisation gebracht. Ausbeute: 80—120 mg. 
Die weitere Reinigung des Porphyrins erfolgt durch Adsorption seiner 

Shloroformlésung an Aluminiumoxyd und Entwicklung mit Chloroform— 
Ather (1:3). Nach Einengen der Lisung wird mit viel heiBem Methanol 
versetzt. Zur Analyse wird zweimal aus Aceton—-Methanol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 219° nach Sintern bei 195%. Gut ausgebildete, verwachsene 
Sternchen. 

3,512 mg Subst. (bei 80° im Hochv. getr.): 9,414 mg CO,, 1,882 mg H,0. 

3,874 mg Subst.: 0,265 cem N, (19°, 713mm). — 4,219 mg Subst.: 
2,769 mg AgJ. 

C,3H,,0,N, (710,80) Ber. C 72,66 H 5,96 N 7,88 20CH, 8,73 

Gef. ,, 73,11 ,, 6,00 ,, 7,50 » eat. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I, 641,5—631,4; II. 605,2 (auBerst sehwach); TIT. 595,5—575,0; 


636,4 Max. 581,0 (gem.) 
IV. 544,0—532,0; V. 517,8—492,9; End-Abs. 445. 
538,0 505,4 


Reihenfolge der Intensititen: V, III, IV, I; IL. 

Das Spektrum zeigt Phyllotyp und ist gegeniiber Protoporphyrin 
schwach nach Rot verschoben. Gegen Benzoxy-mesoporphyrin ist es stark 
nach Rot verschoben und wesentlich unscniirfer. 


Katalytische Hydrierung von Benzoxy- protoporphyrin-dimethyl- 
ester zu Benzoxy- mesoporphyrin- dimethylester. 20 mg Benzoxy-proto- 
porphyrin-dimethylester werden in 10 cem Dioxan gelést und mit Palladium 
hydriert. Die Aufarbeitung iiber Ather ergibt ein Porphyrin, das nach Extrak- 
tionszahl und Spektrum mit Benzoxy-mesoporphyrinester véllig identisch ist. 


Oxy-protoporphyrin-dimethylester. 3 g Natrium werden im Stick- 
stoffstrom in 150 cem Methanol gelést und mit einer Lésung von 400 mg 
Benzoxy-protoporphyrinester in 75 cem Dioxan versetzt. Man erwiirmt 30 
bis 40 Minuten unter Lichtausschlu8 im Stickstoffstrom bei 70° und priift 
auf vollstindige Abspaltung des Benzoylrestes durch Ausschiitteln einer 
Probe mit 4°/,iger Salzsiiure. Dann gieBt man in 2 Liter Ather, der mit 
4°/,iger Salzsiure unterschichtet ist. Durch vorsichtiges Neutralisieren mit 
(0,5n-Ammoniak wird der Farbstoff in den Ather iibergetiihrt. Nach Neutral- 
waschen wird zur Trockne eingeengt und 1'/, Stunden in 15°/,igem metha- 
nolischem Chlorwasserstoff stehen gelassen. “ane iiberfiihrt man den voll- 
stiindig veresterten Farbstoff in 2 Liter Ather und entzieht mit 4°/,iger Salz- 
siiure den Oxy-protoporphyrin-dimethylester. Mit Natriumacetatlésung wird er 
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in 2 Liter frischen Ather iibergefiihrt, die Essigsiiure mit 0,2 n-Sodaldsung ent- 
fernt und der Ather neutral gewaschen. Die Isolierung des Porphyrins ist 
wegen seiner groBen Léslichkeit bisher nicht gelungen. Durch Einwirkung 
von Tageslicht tritt Zerstérung des dunkelblauen Farbstoffes ein. 


Spektrum in Ather-Eisessig, blaue Lisungsfarbe. 


I. 666—629; II. 600—581; TIT. 545 (kaum siehtbar); IV. 514—498: 
‘ —_ 


647 591 506 
End-Abs. 448. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II; 


Das Spektrum ist unscharf und gegen das des Oxy-mesoporphyrins 
deutlich nach Rot verschoben. Bande I und II sind am intensivsten, III 


und IV sind sehr sechwach. 


Uberfiihrung von Oxy-protoporphyrin-dimethylester in Benzoxy- 
protoporphyrin-dimethylester. Die Pyridinlésung des Oxy-protoporphyrin- 
dimethylesters wird mit 2 Tropfen Benzoylchlorid versetzt. Es erfolgt so- 
fort Umsehlag nach Rot. Die erhaltene Benzoylverbindung ist spektro- 
skopisch identisch mit Benzoxy-protoporphyrinester. 


Oxy-protchamin-dimethylester. Die Einfihrung des Lisens erfolgt 
nach der bei Oxy-mesohimin-dimethylester beschriebenen Methode. Die 
Ausbeute schwankt zwischen 25 nnd 35°/,. Auch dieses Eisensalz konnte 
nur in amorphem Zustande erhalten werden. Seine griine Pyridinlésung 
zeigt nach 12stiindigem Stehen an der Luft dieselbe spektroskopische Ver- 
iinderung wie Oxy-mesohiimin-dimethylester. 


Uberfihrung des Oxy-protohamin-dimethylesters in Gallenfarb- 
stoff. 50 mg Oxy-protohiimin-dimethylester werden in 15 cem Pyridin ge- 
lést. Dann wird 1'/, Stunden bei 50° ein langsamer Luftstrom durchgesaugt. 
Nach Abdestillieren des Pyridins im Vakuum bei 50° wird 20 Minuten mit 
15°/,igem methylalkoholischem Chlorwasserstoff gekocht. Dann gibt man in 
0,5 Liter Ather und entzieht mit 1- und 1,5°/,iger Salzsiiure den Gallenfarb- 
stoff.: Nach iiblicher Aufarbeitung konnte kein krystallisierter Farbstoff er- 
halten werden. Das Spektrum der Fluorescenzprobe mit Jod-Zinkacetat ist 
mit dem des aus Bilirubin erhaltenen Glaukobilin identisch. Wahrscheinlich 
handelt es sich um das Tetramethyl-himatoglaukobilin. Wegen seiner 
auBerordentlichen Léslichkeit und der sehr geringen Ausbeute konnte der 
Farbstoff auf diesem Wege noch nicht krystallisiert erhalten werden. 


Rhodo-dimethylester-pyridin-hamochromogen. 1,5 Rhodo-himin- 


dimethylester werden in 30 cem reinem Pyridin durch Erwiirmen auf 80° 


volistindig gelést.. Nach Abkiihlen auf 60° wird mit 4 cem Hydrazinhydrat- 
Wasser (1:10) versetzt und 5 Minuten stehen gelassen. Hierbei fiillt bereits 
ein groBer Teil des leuchtend rot gefirbten Pyridin-hiimochromogens aus. 
Dann gibt man 10 cem ausgekochtes Wasser von 60° hinzu und laBt 
1 Stunde in Eis stehen. Nach dem Absaugen und Waschen mit pyridin- 
haltigem ausgekochtem Wasser wird der Niederschlag im Vakuumexsiecator 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausbeute: 1,8 g. 
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Zur Analyse wird 2mal aus “hiamenupier te umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 195°, nach Sintern bei 152°. 


4,024 mg Subst. (bei 50° i. Hochy. getr.): 9,803 mg CO,, 2,051 mg H,0, 
0,436 mg Fe,O,. — 3,728 mg Subst.: 0,359 cem Ny, (24°, 721 mm). 
C,,H,,0,N,Fe 2 C;H;N (778,70) 
Ber. C 67,86 H 5,96 N 10,79 Fe 7,17 
Gef. ,, 66,44 » 3,20 10,50 


Benzoxy - rhodoporphyrin -dimethylester. 388 mg (0,5/1000 Mol) 
Rhodo-dimethylester-pyridin-hiimochromogen werden in 50 cem reinem Py- 
ridin gelést. Nach Abkiihlen auf 60° werden im Stickstoffstrom bei 55—60” 
im Verlauf von 4—5 Minuten 5,2 cem (2. Mol 1%, ige H,O, - Lésung 
(1°/, H,O, als Perhydrol in reinem Pyridin gelést enthaltend) eingetropft. 


urspriinglich hellrote Farbe wird allmiihlich- schmutzig griin. Nach 
15 Minuten gibt man 2 cem Benzoylchlorid zu, 1éiBt 5 Minuten stehen und — 


destilliert das Pyridin im Vakuum zur Trockne ab. Der Riickstand wird in 


100 ecm Eisessig gelést und in bekannter Weise enteisent. Die salzsaure 
Lésung wird nach 1 Minute in 3 Liter Ather gegossen. Nach Ausw aschen 


mit viel Wasser wird der Eisessig mit Natronlauge entfernt und der Ather 
neutral gewaschen. Der Ather enthilt noch betrichtliche Mengen von nicht 
umgesetzten Ausgangsmaterial. Man schiittelt so lange mit 6°/,iger Salz- 
siure, bis die Hauptmenge des Rhodoporphyrins verschwunden ist. Mit 
8°/,iger Salzsiiure wird so lange durchgeschiittelt, bis eine in Ather ge- 
triebene Probe das Spektrum des reinen Benzoxy-rhodoporphyrinesters zeigt. 
10- und 12°%,ige Salzsiiure entzieht das reine Porphyrin. Nach Uberfiihren 
in 2 Liter frischen Ather und Neutralwaschen wird auf etwa 50 cem ein- 
geengt. Der Ather wird durch Zugabe von hei®em Methanol verdampft. 
Nach 24stiindigem Stehen wird der flockige Niederschlag abfiltriert. Aus- 
beute: 100 mg Rohprodukt. 

Nach 2maligem Umkrystallisieren zeigt der Ester den Schmelzp. 205° 
nach Sintern bei 200°. Die chromatographische Reinigung durch Adsorption 
der Chloroform-Ather-Lésung (L: 3) an Aluminiumoxyd ergab keine spektro- 
skopische Anderung. Zur Analyse wird einmal aus Chloroform-Methanol 
umkrystallisiert. Schmelzpunkt 205° nach Sintern bei 200°. Sehr schlecht 
ausgebildete uncharakteristische Krystallaggregate. 


4,441 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 11,680 mg CO,, 2,410 mg H,0. 
— 4,940 mg Subst.: 0,371 ccm N, (17°, 716 mm) — 3,468 mg Sedlint: 
2,645 mg AgJ. 
C,,H,.0O,N, (686,34) Ber. C 71,69 H 6,17 N 810 20CH, 9,04 
. 71.73 » 10,08. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 641,0 (duBerst sehwach); II. 586,0—574,0; TE. 550,0—536,2; 
580,0 543,1 


IV. 516,2—496,6; End-Abs. 438. 
506,4 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, UI, HU; 1. 
Das Spektrum zeigt den Typ des Chloroporphyrin e,, ist aber gegen 


Chloroporphyrin e, und Rhodoporphyrin nach Blau verschoben. 
19* 


Beal 
by 
16 
j 
‘ 
«© 
i pot 
| 
4 
| 
Ry 
i! igh 
{ 
} 
; 
fi 
gh 
: 


270 Eberhard Stier, 


Phylloester-pyridinhimochromogen. 1,3 g Phyllohiminmethylester 
werden in 20 cem Pyridin gelést und bei 60° mit 4 ecm einer Lésung von 
Hydrazinhydrat-Wasser (1:10) versetzt. Nach 5 Minuten werden 10 cem 
ausgekochtes, destilliertes Wasser zugegeben. Man lit 1 Stunde in Eis- 
wasser stehen und filtriert den Niederschlag ab. Dann wird griindlich mit 
pyridinhaltigem Wasser gewaschen und im Vakuumexsiceator iiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet. Ausbeute: 1,4 g. 


Benzoxy-phylloporphyrinmethylester. 735 mg (1/1000 Mol) Phyllo- 
ester-pyridiniiimochromogen werden in 100 cem Pyridin gelést und bei 55—60° 
im Stickstoffstrom mit 3 Mol H,O, in Pyridin oxydiert. Nach 15 Minuten 
wird die schmutzig griinbraune Lésung durch Zugabe von 2 ecm Benzoyl- 
chlorid benzoyliert. Hierbei tritt Farbumschlag nach Rotbraun ein. Man 
1a8t 5 Minuten einwirkem und destilliert das Pyridin im Vakuum bei 60° 
bis zur Trockne ab. Der Riickstand wird in 150 cem Eisessig gelést und 
in bekannter Weise enteisent. Die salzsaure Eisessiglésung tiberfiihrt man 
in 4 Liter Ather und entzieht nach Auswaschen des Eisessigs mit verdiinnter 
Natronlauge das nicht umgesetzte Phylloporphyrin mit 1°/,iger Salzsiiure. 
Mit 1,5°/,iger Salzsiiure wird so lange extrahiert, bis eine in Ather iiber- 
gefiihrte Probe das Spektrum des reinen Benzoxy-phylloporphyrinmethylesters 
zeigt. Die Hauptmenge dieses Porphyrins wird mit 2- und 4°/,iger Salz- 
siiure entzogen. Nach Einengen des Athers auf ein kleines Volumen wird 
der Ather durch heiBes Methanol verdringt. Nach 24stiindigem Stehen 
wird abfiltriert. Ausbeute 80—100 mg (11—13°/,, bezogen auf Ausgangs- 
material). Die Reinigung erfolgt durch Adsorption der Chloroformlésung 
an Aluminiumoxyd. Als Entwicklungsfliissigkeit dient Chloroform—Ather (1 : 3). 
Zur Analyse wird einmal aus Chloroform-Methanol und einma) aus Pyridin- 
Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 224° (unscharf) nach Sintern bei 210° 
Gut ausgebildete, ficherférmige, zu Biischeln vereinigte Krystalle von blaBrot 
durchscheinender Farbe. 


4,112 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 11,265 mg CO,, 2,230 mg H,O. — 
3,955 mg Subst.: 0,315 eem N, (22°, 726 mm). — 3,593 mg Subst.: 0,31 eem 
n/50 KSCN. 
CyoHy.O,N, (642,74) Ber. C 74,47 6,59 N 872 OCH, 4,83 
Gef. ,, 74,72 ,, 6,07 8,80 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. Schatten bei 641 (auBerst schwach); II. 595,8—578,1 . . . 571,8; 
Max. 582,6 (gem.) 
III. 543,0—534,0; IV. 522,6—488,8; End-Abs. 454. 
538,5 500,7 
Reihenfolge der Intensititen: IV, II, II; I. 
Bande I ist kaum sichtbar. Das Spektrum ist gegeniiber Phylloporphyrin 


und Dibenzoxy- -koproporphyrin nach Rot verschoben. Es zeigt den gleichen 
Typ wie Dibenzoxy-koproporphyrin. 


Oxy-phylloporphyrinmethylester. Durch Abspaltung des Benzoy]l- 
restes mit verdiinnter Natriummethylatlésung und anschlieBender Veresterung 
mit Methylalkohol-Chlorwass“rstoff wird beim Extrahieren mit 1°/,iger Salz- 
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siiure Oxy-phylloporphyrin-methylester entzogen, de sich mit dunkelblauer 
Farbe in Ather lést. Seine Eigenschaften stimmen mit denen der friiher 
beschriebenen Oxy-porphyrine iiberein. Bei der Benzoylierung erhilt man 
das Ausgangsmaterial zuriick. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 675—624; II. 592—571; III. Schatten bei 533; IV. 515—495; 

Max. 641 (gem.) 581 505 
End-Abs. 443. 

Reihenfolge der Intensitiiten: 1, IV, II; II. 


Das Spektrum ist sehr unscharf, Bande I ist sehr intensiv. Bis auf 
die Rotverschiebung der Bande IV besteht spektroskopische Identitiit mit 
Oxy-mesoporphyrinmethylester. 


Rhodine aus den isomeren Phylloporphyrinen. 1 mg Phylloporphyrin 
wird in 10 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure und 10 Tropfen 20°/,igem 
Oleum gelést und 3 Minuten bei 50° erwiirmt. Man gieBt auf Eis, iiber- 
fiihrt in Ather und entzieht das Rhodin mit 2°/,iger Salzsiure. 


Spektrum des «-Phyllorhodins in Pyridin-Ather: 
I. 656,9—641,6; IL. 601,3—586,8; III. 569,0—551,9; IV. 529,3—497,3; 


648,8 594,1 560,5 Max. 526,5 (gem.) 
End-Abs. 450. 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, IV, II. 

Gegeniiber §-Phyllorhodin ist Bande I, II und III nach Blau verschoben. 
Spektrum des #-Phyllorhodins in Pyridin-Ather: 

I. 663,6—-642,6; II. 605,0—588,4; TIT. 568,0—548,7; IV. 532,3-—508,9; 


653,1 596,8 6984. 520,6 
End-Abs. 454. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, IV, UI, II. 


Das Spektrum ist mit dem des 6-Phyllorhodins identisch. 


Versuche von Fraulein Klara Gangl 


Oxyatioporphyrin I. 2mal 0,3 ¢g krystallacetonhaltiges Atioxantho- 
porphinogen werden mit je 8 cem Bromwasserstoff-Eisessig im Druckrobr 
4 Stunden auf 140—150° erhitzt. Der Inhalt beider Réhren wird in 3 bis 
4 Liter Ather gegossen, mit Wasser fest durchgeschiittelt, mit Aramoniak 
neutralisiert, die Flocken entfernt. Hierauf wird mit 7°/,iger HCl fraktioniert 
und in frischen Ather getrieben. Beim Einengen auf kleines Volumen. 
scheidet sich das Porphyrin aus. Ausbeute 45 mg. Es mu8 méglichst unter 
Aussehlu8 yon Licht gearbeitet werden. Zur Analyse wurde aus Aceton um- 
krystallisiert. Schéne blaue Prismen, bei 255° Zersetzung ohne Schmelzen. 


3,611 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 10,021 mg CO,, 2,436 mg H,0. 


C,,H,,ON, (494,33) Ber. 77,68 H 7,75 
Gef. ,, 75,69 7,89 
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Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 651,1—638,8; IL. 593,9—580,9; IIT. 543,4--538,8; IV. 510,0—497,7: 
645,0 584,9 541,1 498,9 
439. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, IV, ITT. 


OxymesoporphyrinIX. 2mal 0,3 g kystallacetonhaltiges Meso-xantho- 
porphinogen werden mit je 8 eem Bromwasserstoff-Eisessig 3—4 Stunden im 
Druckrohr auf 145° erhitzt. Wird wie Oxyiitioporphyrin aufgearbeitet. Es 
wird mit 2°/,iger HCl fraktioniert. Es mu ganz vorsichtig neutralisiert 
werden. Infolge seiner niedrigen Salzsiurezahl ist das Porphyrin selbst in 
ganz verdiinnter Salzsiiure merklich léslich, andererseits flockt es als Carbon- 

siiure auf Zusatz von Alkali aus. Beim Einengen des Athers scheidet es 
sich in sechén krystallisiertem Zustand aus. Auch hier ist Zutritt von Licht 
méglichst zu vermeiden. Ausbeute 80—100 mg. Zur Analyse wurde mehr- 
mals mit Aceton-Athylalkohol aus der Hiilse extrahiert. Priichtige blaue 
Prismen. Schmelzp. 255—256°. 
4,200 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 10,607 mg CO,, mg H,0.- 

4,659 mg Subst.: 0,411 eem N, (27°, 717 mm). 

C,,H,,N,0; (582,33) Ber. C 70,06 H658 N 9,62 

Gef. ,, 68,88 », 6,40 » 9,66. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 


I, 549,7—530,1; II. 594,6—-575,1: Til. 542,6—536,5 (sehwach); 
539,9 584,9 539,6 
TV, 513,6—498,2; End-Abs. 438,3. 
505,9 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, IV, IMT 1. 

Oxymesoporphyrin-dimethylester IX. 180 mg Oxymesoporphyrin 
werden mit 40 cem methylalkoholischem Chlorwasscrstoff 7 Stunden stehen 
gelassen. Hierauf in Ather gieBen, mit Wasser durchschiitteln und mit Ammo- 
niak in Ather treiben. Zur Entfernung von Unverestertem wird mit verdiinnter 
Kalilauge durchgeschiittelt. Der Ather wird mit Wasser gewaschen und 
eingedampft. Ausbeute 103 mg. Zur Analyse wurde mehrmals aus Aceton- 
Methylalkohol umkrystallisiert. Schéne blaue Nadeln. Schmelzp. 171°. 

4,172 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. getr.): 10,776 mg CO,; 2,424 mg H,O. — 
3,647 mg Subst. : 0,336 cem N, (25°, 725 mm). — 3,994 mg Subst.: 3,375 mg AgJ. 


Cy3H.O;N, (610,38) Ber. C 70,78 H 6,93 N 9,18 OCH, 10,17 


Gef. ,, 70,45 » 6,50 10,07 


Spektrum der Benzoylverbindung des Oxymesoporphyrinmethylesters in 
Pyridin-Ather (vgl. auch S. 243, sowie S. 263). 


I. 633,1—628,1; II. 603 (auBerst schwach); III. 587,8—572,0: 


Max. 576,1 (gem.) 
IV. 540,0—528,5; V. 516,2—488,2; End-Abs. 441. 
534,2 502,1 


Reihenfolge der Intensitiiten: V, IIT, IV, I; II. 
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Uber die Isolierung von Fructose-1-phosphorsdure 
aus biologischem Material 
Von 
Johannes Pany 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wien) | 
(Der Schriftleitung zugegangen am &. Dezember 1941) 


Die Annahme, daB bei der Glykogenolyse, ebenso wie beim 
Aufbau des Glykogens, der Phosphorylierung eine wesentliche 
Rolle zukommt, wurde in einer 1930 erschienenen Arbeit aus 
dem Institut [Barrenscheen, Pany und Berger’)| durch Ver- 


folgung der Reduktions- und Phosphorsiinrewerte experimentell 


zu begriinden versucht. Die (uantitative Verfolgung der Bildung 
von ,Hexosemonophosphorsiure sowie die isolierung einer solchen 
bei kurzdauernder Glykogenolyse entsprachen der theoretischen 
Voraussetzung. Gegeniiber den damals bekannten Mono-Estern 
ergab sich jedoch ein grundlegender Unterschied insofern, als der 
damals isolierte Ester, der hiilftig aus Aldose- und Fructose- 
Ester zusammengesetzt war, eine nicht unbetriichtliche Links- 
drehung zeigte, die interessanterweise auch bei einem aus pflanz- 
lichem Material isolierten Ester und bei einem durch Abbau 
einer bei der Keimung gebildeten ,Oktamylose* erhaltenen 
Monoester?) nachgewiesen wurde. 

Die Aufklirung der Zusammensetzung des bei der Glyko- 
genolyse dargestellten Ksters konnte damals mangels Material 
nicht durchgefiihrt werden. Sie gewann mit der Auffindung 
weiterer Ester als Intermediiirprodukte der Glykogenolyse und 
der in vitro Darstellung der Fructose-1-phosphorsiure’), welche 
als einziger zur Zeit bekannter Monoester Linksdrehung zeigt, 
neues Interesse. Ks war die Frage, welche Ester sind an der 
Zusammensetzung unserer, aus biologischem Material gewonnenen 
Hexosemonophosphorsiiure beteiligt und wodurch ist ihre Links- 
drehung bedingt, zu beantworten. 
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1. Methodik 


Zur Untersuchung standen noch zwei Priparate der seiner- 
zeitigen Darstellung (aus Hunde-, bzw. Kaninchenleber) zur Ver- 
fiigung. Weitere Darstellungen erfolgten nach dem damals aus- 


-gearbeiteten Verfahren, das hier kurz wiederholt werden soll. 


Die mit warmer physiologischer Kochsalzlésung blutfrei gespiilte 
Leber von Kaninchen warde unter sterilen Bedingungen zu einem homogenen 
Brei zerkleinert und mit der dreifachen Gewichtsmenge an physiologischer 
Kochsalzlésung bis zu drei Stunden bei 37°C inkubiert. Zur EnteiweiBung 
wurde nach Abkiihlen auf 0° mit eiskalter 20—40°/,iger Trichloressigsiiure 
auf 6°/, Endkonzentration (von Trichloressigsiure) gebracht, nach Absitzen 


im Eissehrank abgesaugt, das durch Glykogengehalt opaleszierende Filtrat 


mit 60°/, Lauge genau neutralisiert und anorganisches Phosphat und 
eventuelles Diphosphat bei 70° durch Zusatz von heiBer, gesittigter Barium- 
acetatlésung gefillt. Das abgekiihlte, nunmehr Klare Filtrat wurde unter 
Vermeidung eines Uberschusses mit Bleiessig versetzt, der Bleiniederschlag 
nach mehrmaligem Auswaschen mit Schwefelwasserstoff zerlegt und nach 
Absaugen des Bleisulfids und Vertreiben des Schwefelwasserstoffs die 
Bleiessigfillung in gleicher Weise wiederholt. Endlich wurde die H,S-freie 
Lésung mit Baryt genau neutralisiert, durch Zusatz des gleichen Volums 
Alkohol zur klaren Lésung hexosemonophosphorsaures Barium gefillt und 
durch wiederholtes Lésen in wenig Wasser und Fiillen mit Alkohol gereinigt, 
Die Ausbeuten schwankten je nach GréBe und Ernihrung des Versuchstieres 
zwischen 50 und 150mg. Mikrobestimmung von Ba und P ergaben auf 
Hexosemonophosphat stimmende Werte. 


2. Nachweis und Isolierung von Glucose-1-phosphat 


In dem derart dargestellten Ester wurde bei der Unter- 
suchung auf seine Komponenten zuerst die von Cori‘) entdeckte 
Glucose-1-Phosphorsiure nachzuweisen versucht. Nun wird Cori- 
Ester durch 1 n-HCl bei 100°C binnen 10 Minuten quantitativ 
gespalten. Durch Aldosebestimmung nach Willstitter-Schudel 
in der Mikromodifikation von Macleod-Robison') vor und 
nach 10 Min. Hydrolyse muBte sich so Glucose-1-Phosphorsiure 
feststellen lassen. In der nach Aldosebestimmung verbliebenen 
Lésung lait sich durch Reduktionsbestimmung (nach Michaelis- 
Bertrand®) der Wert fiir die Ketosephosphorsiuren bestimmen. 

In Tab.I sind die derart gefundenen Werte, als Glucose 
berechnet, angegeben. 

Aus der Tab. I bestitigt sich neuerdings die seinerzeit 
gemachte Feststellung, daB sich das Estergemisch zu annahernd 
gleichen Teilen aus Aldose- und Ketosephosphat zusammensetzt. 
Dariiber hinaus ergibt sich eine, wenn auch geringe, in spiater 
angegebenen Versuchen manchmal fehlende Differenz zwischen 
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den Aldosewerten vor und nach 10 Minuten Hydrolyse in n-HCl, 


zwischen 7—13°/,, die auf Cori-Ester bezogen werden muBb. 


Tabelle I 

1 | 2 4 | 
dake Aldose nach Differenz 32 | Reduktion nach 

: .¢- 1In- u- 

3 (Glucose-6 (Glucose-1 mung nach 

5 Phosphat) phat + Glucose- Phosphat) |Michaelis (Ke- 
> 1-Phosphat) tose-Phosphat) 
1 49,1°/, 56,0°/, 6,9°/, 56,0°/, 
2*) 43,2°/, 56,5°/, 13,3°/, 44,5°/, 
3 49,2°/, 58,3°/, 9,1°/, §2,2°/, 
4 45,3°/, 52,3°/, 7,0°/, 56,6), 
5 54,4°/, 63,0°/, 8,6°/, 


Zur Sicherstellung des Vorhandenseins von Glucose-1-phos- 
phorsiure wurde, trotz des geringen Anteils derselben im Ester- 
gemisch und der kieinen, jeweils anfallenden Substanzmengen 
versucht, das Kaliumsalz des Cori-Esters nach Kiessling’) 
darzustellen. Hierzu wurden die Bariumsalze mehrerer Ansitze, 
insgesamt 142 mg, in 1,5 com Wasser gelést, mit der zur Fallung 
des Bariums berechneten Menge 10°/,iger Kaliumsulfatlésung 
versetzt und nach Abtrennen des Bariumsulfats die klare erwiirmte 
Lésuvg in die zehnfache Menge heiBen Alkohols eingetragen. 
Nach mehrtigigem Stehen im Hisschrank konnte ein feinkristalliner 
Niederschlag abgetrennt werden, der mit einem, nach Angaben 
Kiesslings (a. a O.) mittels Kaninchenmuskelextrakt dargestellten 
Kaliumsalz des Cori-Esters identische Krystallform zeigte. Das 
mit Riicksicht auf die minimale Ausbeute nur einmal umgefillte 
Salz zeigte keine Reduktion und war frei von anorganischem 
Phosphat. 

P-Bestimmung (Pregl-Lieb) 3,179 mg Substanz, 17,60 mg Ammon- 
phosphormolybdat. 

Fiir C,H,,0,P0,K, + 2H,0 Ber. P 8,33 


Damit scheint in dem von uns seinerzeit isolierten Hexose- 
monophosphat auch das Glucose-1-Phosphat sichergestellt. 


Gef. P 8,03. 


*) Die unter 1 und 2 analysierten Priparate sind Darstellung der 
seinerzeitigen Arbeit’). - 
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8. Nachweis und Jsolierung der Fructose-1-phosphorsaure 


Mit dem Nachweis des Cori-Esters ist aber die seinerzeit 
beobachtete Linksdrehung dieser bei der Glykogenolyse gebildeten 
Monoester nicht erklirt. Unsere damaligen Werte ergaben eine 


Linksdrehung entsprechend [«],, von — 8,36° bis —8,4°% Die neu 


hergestellten Priiparate ergaben Drehungswerte zwischen [«], = 
— 2,30 und — 8,26° wie Tab. IL zeigt. 


Tabelle II 
i | @ & 
‘[Aldosenach{ 

10’ Hydro- . Reduktion 
‘ Aldose lyse in In Differenz | ach Aldose- Spezifische 
(Glu- | HCl (Glu- | 3-—2 (Gluco- | bestimmung 
cose-6-Phos-] Mice ha-| Drehung 
cose-6-Phos-| phorsiiure P elis(Ketose- 20° 
“od phorsiiure) | + Glucose- siiuren) Phosphor- 

1-Phosphor-- siiuren) 

siiure) 

1 52,8 %/, 53,0 °/, (0,2) °/ 54,2 %/, — 8,26° 
2 57,2 56,6 °/, 49,9 — 3,29° 
3 54,9 °/, 58,3 3,4 45,3 °/o — 4,35° 
1 30,1 41,4 %/, 11,3 °/, 60,8 °/, — 2,30° 
5 33,5 %/, 36,7 °/, 3,2 °/, 57,0 %/, — 3,65° 


Da von den heute bekannten Hexosemonophosphorsiuren nur 
die Fructose-1-phosphorsiure nach links dreht, war die Unter- 
suchung des aus Leber isolierten Esters auf Vorhandensein dieses 
Robison-Tanko-Esters naheliegend. Die eindeutige Klarstellung 
dieser Vermutung war nur durch die Isolierung der Verbindung 
aus dem Estergemisch zu erbringen. 

Die Beseitigung der Aldosen wurde durch Oxydation mit 
Hypobromit nach den Angaben von Tanko und Robison®) ver- 
sucht. Da nach der Originalvorschrift immer noch ein nicht un- 
betriichtlicher Rest von Aldose nach Willstitter-Schudel 
nachweishar blieb, wurde die Methodik wie folgt geindert. Die 
Bariumsalze mehrerer Ansiitze, im ganzen 337 mg, wurden in 
5 ccm Wasser geldst, mit 1,5 ccm gesittigter Barytlésung und 
0,04 com Brom versetzt und unter dauerndem mechanischem 
Schiitteln in Abstinden von 15 Minuten je 0,3 ccm gesittigter 
Barytlisung — insgesamt weitere 1,5 com — zugefiigt. Nach 
1'/, stiindigem Schiitteln wurde von einem geringen Nieder- 
schlag zentrifugiert, die klare Lésung mit 2n-HCl auf p,, 3,5 
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gebracht und durch 1 stiindiges Durchliiften vom iiberschiissigem 
Brom befreit. Durch Zusatz von gesiittigter Barytlésung bis zur 
eben auftretenden Phenolphthalein-Farbung wurden die Hexon- 
siuren als Ba-Salze gefillt und nach Abtrennung derselben die 
Ketosephosphate aus der klaren Lisung mit dem gleichen Volum 
Alkohol niedergeschlagen. Nach Reinigung durch wiederholtes 
Lésen und Umfillen verblieben 144 mg eines Bariumsalzes, das 
noch 2,5°/, Aldose enthielt, frei von Cori-Ester war und dessen 
Reduktion nach Michaelis 66,2°/, (als Glucose berechnet) betrug. 
Die Drehung war von =— 2,94° nach Entfernung der 
Aldosen auf [e]!® =— 11,4° gestiegen, hielt sich also, wie der 
Aldosewert und "Medidiicanent nach Michaelis, zwischen den 
dem Neuberg-Ester und Robison-Tanko-Kster entsprechenden 
Zahlen und gab somit die erste Bestitigung der aufgestellten 
Vermutung, Die Hydrolyse in n-HCl bei 100° im verschlossenen 
Rohr ergab nach 15 Min. 13,5°/,, nach 30 Min, 31°/, und nach 
60 Min. 48,6°/, Abspaltung des vorhandenen Phosphats. Auch 
dieses Ergebnis lieS auf einen Anteil von Fructose-1-phosphor- 
siure achlieBen, da die Hydrolysenkurve des Neuberg- listers 
wesentlich flacher verliiuft. 


Analysen 
P: Bestimmung (im Stupho, Filter 861, Methodik Fiske-Subbarow), 
3,092 mg Substanz, 0,248 mg P. 
C,1,,0,PO,Ba P 7,84 Gef. P 8,02. 
Spezifische Drehung: 120,4 mg Bariumsalz in 3 cem Wasser gelist 
= 4,01°/), 2 dm-Kapillarrohr, Natriumlicht, @!5’ = — 0,915° (Mittelwert). 
= — 11,4°. 


Zur Trennung der beiden Fruktose-Ester iiber die Brucin- 
salze wurden 118 mg Bariumsalz des Ketose-Estergemisches in 
1,5 com Wasser gelést, Ba mit der berechneten Menge Schwefel- 
siure gefallt, nach Zusatz von 0,15 g festem Brucin zentrifugiert, 
dreimal mit je 2 ccm Alkohol gewaschen und zu den vereinigten 
Lésungen weitere 0,15 ¢ Brucin, in 1 cem 50°/,igem Alkohol 
gelést, zugesetzt. Da aus dieser stark verdiinnten Lésung 
nach mehrtigigem Stehen im Eisschrank nichts kristallisierte, 
wurde im Vakuum zur l'rockene eingedunstet, in wenig Wasser 
von 40° gelést und von einem geringen ungelésten Rest zentri- 
fugiert. Aus dieser wiisserigen Liésung konnten durch Stehen 
im Kisschrank und Einengen der Lisung im Vakuum mehrere 
Kristallfraktionen erhalten werden. Die Fraktionen mit ein- 
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heitlicher Kristallform wurden vereinigt, mit eiskaltem Aceton 
gewaschen und im Vakuum iiber P,O, getrocknet. Ausbeute 
82mg. Die Drehung dieser Fraktion betrug [e]!* = — 39,2°. Die 
Phosphorbestimmung ergab Analysenreinheit des Brucinsalzes. 


Analysen des Brucinsalzes: 

P-Bestimmung (im Stupho, Filter S 61, Methodik Fiske-Subba- 
row); 0,130 mg P bzw. 0,133 mg P. 

Fiir Ber. P 2,96 Gef. P 2,95, 3,02. 

Spezifische Drehung: 76,8 mg Brucinsalz in 2 cem 50°/, Alkohol = 
3,84°/,, 1dm-Kapillarrohr, Natriumlicht, = — 1,504° (Mittelwert), = 
— 39,2°. 

Zur Darstellung des Bariumsalzes der Fructose-1-phosphor- 
siiure wurde die wiisserige Lisung des Brucinsalzes mit gesiittigter 
Barytlisung bis zur schwachen Phenolphthaleinalkalitiit versetzt, 
das Brucin durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Ather entfernt und 
das Bariumsalz mit Alkohol gefillt. Nach Reinigung durch mehr- 
maliges Lisen und Umfillen blieb eine Ausbeute von 15,5 me. 

Diese geringe Menge gestattete keine Bestimmung der 
Drehung. Die Phosphorbestimmung, die Hydrolyse in n-HCl bei 
100° und die Darstellung eines phosphorfreien Osazons, bei 
der die abgespaltene Phosphorsiiure in der Mutterlauge wieder- 
gefunden wurde, identifizierten den isolierten Ester als Fructose- 
1-phosphorsaures Barium. 


Analysen des Bariumsalzes: 


P-Bestimmung (im Stupho, Filter S 61, Methodik Fiské-Subba- 
row); 1,754 mg Substanz, 0,130 mg P bzw. 0,126 mg P = 7,40 bzw. 7,20°/, P 
gef., 7,84°/, P ber. Phosphathydrolyse in n-HCl bei 100°: 


P-Abspaltung nach 15’ 62,4 °/, 
nach 30’ 93,0°/, 
nach 60’ 97,09, 


Darstellung des Osazons 


11 mg Bariumsalz wurden in 2 cem Wasser gelést, das Barium mit der 
berechneten Menge Schwefelsiiure gefiillt, die Lésung mit 0,1 eem frisch 
destilliertem Phenylhydrazin und der zur Liésung eben nétigen Menge Eis- 
essig versetzt. Nach '/, stiindigem Erhitzen am Wasserbad firbt sich die 
Lésung intensiv gelb und scheidet beim Erkalten und Stehen im Eisschrank 
gelbe Nadelbiischel ab, die nach Auswaschen mit wenig Wasser im Vakuum 
iiber P,O, getrocknet werden. Das Osazon zeigt nach Veraschen keine 
Phosphorreaktion. Schmelzpunkt (Mikroschmelzpunkt nach Kofler) 209°, 
auf Glucosazon stimmend. Die nach Entfernung des Phenylhydrazins mittels 
Ather verbliebene Mutterlauge (+ Waschwiisser) enthielt 0,743 mg P. Fiir 
11 mg Bariumsalz berechnet 0,862 mg P. 
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Damit kann das Auftreten der Fructose-1-Phosphorsiiure in 
biologischem Material als bewiesen gelten. Offen bleibt die Frage 
nach der Art ihrer Herkunft. Hier bestehen zwei Méglichkeiten: 
entweder ist eine phosphatatische Spaltung der Hexosediphosphor- 
siiure anzunehmen, also Bildung analog den in vitro-Versuchen 
von Tanko-Robison. Oder Fruktose-1-Phosphat ist ein bei 
der Umlagerung der einzelnen Hexosemonophosphate normaler- 
weise auftretendes Zwischenprodukt. Bei der gegeniiber dem 
Muskel wesentlich yerminderten Geschwindigkeit der glykoge- 
nolytischen Umsetzungen in der Leber wire so der Nachweis dieses 
Esters verstiindlich, wihrend er im Muskel wegen zu rascher 
Umsetzung nicht in Erscheinung treten miBte. Die von Meyer- 
hof, Lohmann und Schuster’) gefundene Synthese des 
1-Esters aus den Triosen in cofermentfreien Extrakten kommt 
fiir die hier gewiihlte Darstellung nicht in Frage. Weitere Ver- 
suche zur Klirung der biologischen Bedeutung dieses Befundes 
sind im Gange. 

Zusammenfassung 


1. Der vor 11 Jahren bei der Glykogenolyse der Leber erst- 
mals von Barrenscheen, Pany und Berger isolierte Hexose- 
monophosphorsiiure-Ester wurde erneut dargestellt und die seiner- 
zeit erhobenen Analysenbefunde bestitigt. 

2. Im Aldosephosphat-Anteil des Esters wurde Glucose-1- 
phosphorsiure in geringem Prozentsatz festgestellt und durch 
Darstellung des Kaliumsalzes identifiziert. 

38. Die Linksdrehung des Esters wird mit der Isolierung von 
Fructose-l-phosphorsiure aus dem Ketosephosphatanteil 
des Esters aufgekliirt und damit das Vorkommen dieses, bisher 
nur praparativ dargestellten Mono-Esters in biologischem Material 
sichergestellt. 
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Der Zucker im Cerebrosid der Milz 
bei der Gaucher-Krankheit 


Von 


E. Klenk und F. Rennkamp 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Kéln) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Dezember 1941) 


Nach einer soeben in dieser Zeitschrift unter dem obigen 
Titel erschienenen Mitteilung von H. Lieb’) ist der Zucker des 
von ihm seinerzeit aus der Milz eines Gaucher-Falles gewonnenen 
Cerebrosids mit Hefe nicht vergirbar und damit, in Bestiitigung 
seines friiheren Befunds, wohl auch mit Galaktose identisch. Trotz 
der iibereinstimmenden spezifischen Drehung muB demnach das 
Liebsche Cerebrosidpriparat von den Cerebro-glucosiden, die der 
eine*) von uns aus Leber und Milz von 2 anderen Gaucher-Fiillen 
erhalten bat, verschieden sein. Man ist so gezwungen anzunehmen, 
daB es 2 Arten von Gaucher-Krankheiten gibt, wobei einerseits 
Cerebro-galaktoside (Kerasin) und andererseits Cerebro-glucoside 
als Speichersubstanz in den Gaucher-Zellen auftreten. 

Die Mitteilung von H. Lieb veranlaBt uns iiber die Milz- 
(und Leber-) Cerebroside eines weiteren Gaucher-Falles*) zu be- 
richten, die zu untersuchen wir vor kurzem Gelegenheit hatten. 
Die mit Formol fixierten Organe wurden uns freundlicherweise 
von Herrn Professor Nordmann, Hannover, iiberlassen. Aus dem 
gut gewisserten Material wurden die Cerebroside nach unserer 
iiblichen Methode*) gewonnen. Ausbeute aus 74 g T'rockenmilz: 
6,62 g Rohcerebrosid bzw. 3,98 des reinen P-freien Cerebrosids. 
Das reine Produkt krystallisierte aus Methylalkohol in der schon 
friiher*) beschriebenen charakteristischen Weise. 


') Diese Z. 271, 211 (1941). 

*) Diese Z. 267, 128 (1940). 

*) Es handelte sich um einen 20 jiihrigen jungen Mann, der an Menin- 
gitis gestorben war. Als Nebenbefund wurde die Gaucher-Krankheit fest- 


gestellt. 
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Der Zucker im Cerebrosid der Milz bei der Gaucher-Krankheit 28] 


2,535 (2,028) mg Subst.: 4,40 (3,82) eem n/200-KJO, [Mikrozucker- 

bestimmung (vgl. E. Klenk’), Anm. S. 142)). 
C,,.H,3NO, Ber. Glucose 22,2  Gef. 18,8 (20,4) 
CgHsyNO, ” ” 22,9 
0,4347 g Subst. in Pyridin zu 10cem gelést, Drehung im 2 dm-Rohr: 
« =—0,90% = —10,35° 

Ausbeute aus 337 g Tr ockenleber: 23,0 g Robprodukt und 
10,1 g reines Cerebrosid. 

0,4481 g der reinen Subst. in Pyridin zu 10 cem gelést, Drehung iin 
2 dm-Rohr: 

a =-—-0,875° = —9,76° 

Zur Untersuchung des Zuckers wurden 0,34g des Milzcere- 
brosids bzw. 0,39 g des Lebercerebrosids nach E. Klenk?) mit 
dem 20fachen Volumen 10°/,iger wiBriger Salzsiiure 30 Minuten 
im siedenden Wasserbad gespalten. Nach dem Erkalten wurde 
abiiltriert und wiederholt mit méglichst wenig 1°/,iger Salzsiiure 
ausgewaschen. Aus dem Filtrat entfernte man die Salzsiiure durch 
Fallung mit einer Bleiacetatlisung und anschlieBend mit einer 
heiB gesittigten Silberacetatlésung. Nach Ausfillung der iiber- 
schiissigen Schwermetalle durch Schwefelwasserstoff wurde aus 
dem Filtrat die Essigsiiure durch Extraktion mit Ather inr 
Lindeschen Apparat entfernt, wobei man in das Siedegefi8B zur 
Bindung der Essigsiiure einige Stiickchen gebrannten Kalk gab. 
Die farblose, neutrale Lisung wurde dann bei 40—45° im Vakuum 
auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach Uberfiihrung in ein 
10 com-MeBkélbchen fiillte man mit Wasser bis zur Marke auf. 
In dieser Liésung wurde die Glucose im Lohnsteinschen Gir- 
apparat quantitativ bestimmt und der so erhaltene Wert sowohl 
mit dem Drehwert wie auch mit dem Reduktionswert verglichen. 

Girwert. Nach 4 Stunden bei 38° gef.: 0,56 bzw. 0,52°/, Glucose. 

Ein zur Kontrolle angestellter Giirversuch mit einer 0,5°/, igen Galak- 
toselésung ergab einen Wert, der 0,01 bzw. 0,07°/, Glucose entsprach. 

Drehwert. Drehung im 2 bzw, 1 dm-Rohr bei 20°. 

a = +0,59° bzw. +0,28° 

daher Zuckergehalt der Lésung: 0,56 bzw. 0,53°/, Glucose. 


Reduktionswert. 0,04 bzw. 0,04 cem der Lésungen (1 cem auf 50 ccm 
mit Wasser verdiinnt und 2cem davon fiir die Bestimmung verwendet) ver- 
brauchten bei der Zuckerbestimmung nach M. Somogyi*) 1,925 cem bzw. 
1,92 cem n/200-KJO,, entsprechend 0,209 mg baw. 0,209 mg Glucose. 

Daher Zuckergehalt der Lisungen: 0,52°/, baw. 0,52°/, Glucose. 


*) J. of Biol. Chem. 117, 771 (1937). 
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Die Werte zeigen eine so weitgehende Ubereinstimmung, daB 
die Identitait des Zuckers mit Glucose auBer Zweifel steht. 

Nach diesen Befunden ist die Speichersubstanz auch im vor- 
liegenden Gaucher-Fall, ebenso wie in den beiden friiher unter- 
suchten Fallen, wieder ein Cerebro-glucosid. Diese Art von 
Gaucher-Fallen scheint demnach zum mindesten sehr viel hiufiger 
zu sein als die zweite Art, bei welcher als Speichersubstanz 
Cerebro-galaktosid (Kerasin) vorkommt. 


Friulein Schwering danken wir fiir die Hilfeleistung bei der Dar- 
stellung des Ausgangsmaterials. Die Untersuchung wurde durch Mittel 
unterstiitzt, welche der Reichsforschungsrat und der Verein der Freunde 
und Férderer der Universitit K6ln zur Verfiigung gestellt hat. 
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